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CONSIDERACOES INICIAIS

O Brasil é reconhecido internacionalmente pelo seu grande potencial
agropecudrio, o que inclui a bovinocultura de leite. Segundo o IBGE, de 2010 a 2015 a
producéo leiteira do Brasil foi de aproximadamente 23 bilhdes de litros de leite cru
recolhidos por laticinios anualmente. Viela et al. (2002) constataram que a producao de
leite no Brasil passou de cerca de 8 bilhdes em 1975 para mais de 20 bilhdes em 2001.
Segundo esse estudo, a maior produtividade das vacas teve papel mais significativo no

aumento da producdo do que o aumento no numero de animais do rebanho nacional.

Ter uma producdo maior por vaca significa ter animais mais eficientes, mas
segundo diversos autores (Erb et al., 1985; Deluyker et al., 1991; Rajala-Schultz et al.,
1999; Ingvartsen e Moyes, 2015) esta maior producdo por vaca esta também associada
com maior ocorréncia de problemas de salde nos animais, que traz prejuizos aos
produtores. Goff et al. (2006) também constataram que, apesar dos avangos na nutricao,
manejo e alternativas para a saude de vacas leiteiras, houve pouca diminuicdo das
doencas mais incidentes (mastite, laminite, retencdo de placenta, febre do leite,
deslocamento de abomaso) nos dltimos 25 anos. Desta forma evidencia-se que a saude
de vacas leiteiras ainda € um topico que requer estudos.

Considerando um ciclo de lactacdo completo, os maiores desafios metabolicos e
imunoldgicos encontram-se, sem davidas, compreendidos no periodo periparturiente, ou
de transicdo (Wathes et al., 2009; LeBlanc, 2010; Sordillo e Raphael, 2013). Estudos
aprofundados sobre este periodo tornaram-se mais frequentes durante a década de 1990,
guando por meio de revisdes relevantes (Grummer, 1993; Bell, 1995; Grant e Albright,
1995; Grummer, 1995; Goff e Horst, 1997; Drackley, 1999) conceitos da fisiologia da

vaca periparturiente foram estabelecidos. Esses estudos também comecaram a



demonstrar a necessidade de mais pesquisas na area, dentro da qual ainda havia muitas

perguntas sem resposta.

No NRC de 1989, por exemplo, o periodo pré-parto (close-up) é colocado
nutricionalmente na mesma categoria de vacas secas (far-off). Considerando as
diferencgas atualmente conhecidas entre esses dois periodos (na ingestdo e mobilizacéo
de nutrientes — principalmente célcio e lipidios) sabe-se que oferecer a mesma dieta,
dependendo de como ela for formulada, as vacas pos-secagem e a animais pré-parto

pode ser prejudicial para a lactacdo seguinte.

Por ser um periodo de alto desafio, influenciado por inUmeras variaveis — em
especial os agentes estressores, como: estresse térmico, umidade, instalacbes precérias,
mudanca excessiva de animais no lote, dieta mal balanceada (Herdt, 2000; Hayirli et al.,
2002) — e a0 mesmo tempo estar intimamente ligado com a producdo e rentabilidade
dos animais tornou-se também cada vez mais um tdpico recorrente em trabalhos
cientificos da area. O campo para pesquisa sobre vacas leiteiras durante o periodo de
transicdo € vasto, visto as divergéncias entre opinides, abordagens e estratégias, que sao
relatadas por Grummer (2016a). Na formulacédo de dietas, por exemplo, ha vertentes de
estudiosos e técnicos que defendem uma restricdo energética durante todo o periodo
seco, incluindo o pré-parto a fim de evitar ganho de peso e transtornos metabdlicos
(cetose e figado gorduroso) decorrentes da lipdlise excessiva reportada em vacas obesas
(Grum et al.,1996; Dann et al., 2006). Porem, foi relatado que a restricdo alimentar,
embora tenha realmente o efeito positivo de atenuar a lipélise p6s-parto, reduz também
a producéo de leite (Grum et al., 1996; Dann et al., 2006; Silva-del-Rio et al., 2010), e
principalmente o contetido de gordura deste leite (Grum, 1996; Dann 2006; Richards,
2011), diminuindo, portanto, o valor agregado do produto final e os lucros da atividade,

0 que torna questionavel sua utilizagdo como estratégia de manejo.



Desta forma, mesmo mais de 20 anos ap6s o inicio das investigacfes sobre o
periodo de transicdo de vacas leiteiras, sdo necessarios novos estudos que avaliem nédo
apenas o metabolismo, mas também possibilidades para melhor adaptacéo aos desafios

do parto e inicio da lactacéo.

Frente & problematica descrita, este trabalho foi desenvolvido em dois capitulos.
No CAPITULO I, apresentado como uma Revisdo de Literatura, o objetivo é discorrer
sobre conceitos da fisiologia e metabolismo da vaca leiteira durante o periodo de
transicdo. Isto da suporte ao CAPITULO I, o qual expde, na forma de artigo cientifico,
0 experimento realizado como parte desta dissertagéo, cujo principal objetivo foi avaliar
os efeitos sobre producdo, metabolismo e resposta inflamatéria de um suplemento

nutricional (Omnigen-AF®) para vacas leiteiras durante o periodo de transicao.



CAPITULO |



REVISAO DE LITERATURA

1. PERIODO DE TRANSICAO

A definicdo de periodo de transicdo como as trés semanas anteriores e
posteriores ao parto foi sugerida por Grummer (1995), reutilizada por Drackley (1999) e
entdo passou a ser adotada em diversos trabalhos. Assim, “periodo de transi¢do” se
tornou, atualmente, sindnimo de periparto.

A razdo para a determinacdo do periodo ndo estd elucidada no trabalho, mas
demonstrou-se que a partir de 21 dias antes do parto inicia-se a queda gradual na
ingestdo de matéria seca, que atinge seu pico na ultima de gestacdo. Esta queda de
ingestdo varia, mas é comum que ela seja de aproximadamente 30% entre vacas adultas
e novilhas (Grummer, 1995). Foi determinado também que a colostrogénese de vacas
leiteiras inicia-se em média trés semanas antes da paricdo (Guy et al., 1994) e a
producdo do colostro tem papel relevante na utilizacdo de nutrientes, devido a sua
elevada concentracdo de proteinas, gordura e minerais (Tsioulpas et al., 2007).

Drackley (1999) colocou-se de acordo com Grummer (1995) e afirmou que o
periodo de 43 dias acerca do parto seria adequadamente delimitado, pois é nesse curto
espaco de tempo em que ocorre a maioria dos problemas de saude relatados em
fazendas leiteiras, sejam eles distlrbios metabdlicos ou doencgas infecciosas.

Por convencdo adotou-se como periodo de transicdo as trés semanas que
precedem e mais as trés semanas que sucedem o parto. Na pratica, e em situacoes
experimentais, isto varia devido a data estipulada para o parto ser aproximada.

Desde as primeiras abordagens cientificas, no inicio da década de 90, o estudo
do periodo de transicdo intensificou-se, tornando-se mais frequente com o passar do
tempo e com o surgimento de novas tecnologias. E uma area de pesquisa em expansio e

promissora, ndo apenas para o maior entendimento da fisiologia da vaca leiteira, mas



também para melhoria dos sistemas de pecudria de leite. Desta forma, o objetivo desta
revisdo € abordar pontos cruciais para a compreensdo do metabolismo da vaca

periparturiente.

2. BALANCO ENERGETIGO NEGATIVO (BEN)

Uma das caracteristicas mais marcantes do periodo de transicdo, e que mais
impacta a fisiologia e 0 desempenho de vacas leiteiras, € o Balanco Energético Negativo
(BEN). Trata-se de um déficit energético, ou seja, a demanda de energia € maior do que
sua disponibilidade. Durante o pré-parto a ingestdo de matéria seca é reduzida, tem
inicio a colostrogénese e o feto e a placenta continuam em crescimento, que aumentam
as necessidades energéticas, proteicas e minerais do animal (Guy et al., 1994; Drackley,
1999; Hayirli et al., 2002; Adewuyi et al., 2005).

O BEN se manifesta com intensidade no inicio da lactacdo (McNamara, 1991;
Contreras et al., 2010). Neste periodo ha acentuada perda de PC e de ECC devido a
intensa lipdlise para suprir as crescentes demandas energéticas voltadas a producgdo de
leite e ndo obtidas pela insuficiente ingestdo de matéria seca (Bauman e Currie, 1980;
Bell, 1995; LeBlanc, 2010). Devido a intensa sele¢do genética para a producéo de leite,
0 BEN durante o periparto tornou-se fendmeno acentuado em bovinos leiteiros de alta
producdo (Herdt, 2000), podendo ter consequéncias danosas a rentabilidade da
atividade, bem como para a salde dos animais, pois estd relacionado com distdrbios
metabolicos (Herdt, 2000; LeBlanc, 2010; Chapinal et al., 2011) atraso da ciclicidade
reprodutiva (Butler e Smith, 1989; Senatore et al., 1996; DeVries et al., 1998) e
comprometimento do sistema imune (Hammon et al., 2006; Mallard et al., 1998),

gerando prejuizos ao produtor.



2.1.Acidos Graxos N&o-Esterificados (AGNE)

Acidos Graxos N&o-Esterificados (AGNE), ou Acidos Graxos Livres
(AGL), sdo os metabdlitos oriundos da lise da molécula de triacilglicerol (TG). A
segunda nomenclatura acabou caindo em desuso, pois na corrente sanguinea estes
acidos graxos ndo se encontram “livres”, mas sim ligados a albumina para mérito de
transporte (Herdt, 1997; Rukkwamsuk et al., 2000). O TG é a molécula de
armazenamento de lipidios encontrada no interior dos adipécitos se acumulando em
goticulas até que, em situacdo de demanda energética, ocorra lipdlise e 0s AGNE sejam
entdo liberados para a circulagdo sanguinea (Nelson e Cox, 2005).

Durante o periparto, especialmente o periodo entre a Ultima semana antes do
parto e as primeiras semanas de lactacdo, a ingestdo de matéria seca diminui entre 20 a
40% (Grummer 1993; Hayirli et al., 2002). As producdes de colostro e leite geram uma
enorme demanda energética na qual a energia disponivel, proveniente da dieta, € menor
que a energia necessaria para as exigéncias de mantenca e lactacdo (Bauman e Curie,
1980; Bell, 1995). Diante deste quadro, o organismo da vaca leiteira utiliza-se da
lipélise em larga escala, o que eleva intensamente as concentragcdes sanguineas de
AGNE, que se encontravam elevadas alguns dias antes da pari¢do, tendo apresentado
um pico no dia do parto e manutencdo em niveis elevados durante as primeiras semanas
de lactacdo, com relacdo ao pré-parto (Bertics et al.,, 1992; Grummer, 1993;
Underwood, 1998; Drackley, 1999).

O sistema neuroenddcrino interage de diversas formas nesse processo. Diversos
horménios, como insulina, somatotropina, cortisol, estrégeno, progesterona e prolactina,
apresentam oscilacdo durante o periparto e parecem ter importante papel na regulagéo
da lipolise e, consequentemente, na liberacdo de AGNE para a corrente sanguinea

(Bauman e Vernon, 1993; Bell e Bauman, 1997).



Devido a sua agéo gliconeogénica, o cortisol estimula a particdo de gordura e
proteina no figado para a obtencdo de metabdlitos intermediérios (como piruvato,
lactato, glicerol e aminoacidos), a fim de que estes possam suportar 0 aumento da
atividade gliconeogénica no figado (Carroll e Forsberg, 2007). Desta forma, as
concentragdes sanguineas de cortisol irdo associar-se positivamente com as de AGNE,
pois como citado anteriormente eles sdo majoritariamente originarios do processo de
lipdlise.

A proporgdo insulina:glucagon — com diminuida insulina e elevado glucagon —
na corrente sanguinea foi reportada como sinal desencadeador da lipdlise e da
consequente liberacdo de AGNE (Bell, 1995; Eaton et al., 1996; Bell e Bauman, 1997;
Chilliard et al., 2000).

A somatotropina, também ¢é citada como regulador homeorrético e com
influéncia sobre a resisténcia a insulina de tecidos periféricos, lipdlise e oxidacdo de
acidos graxos (McNamara e Hillers, 1986; Vernon e Sasaki, 1991; Bauman e Vernon,
1993). Os efeitos hormonais mais pronunciados sédo sobre o aporte de AGNE para o
figado em detrimento do suprimento intracelular dos AGNE (Drackely et al., 2001).
ConcentracOes plasmaticas elevadas de glucagon e de horm6nio do crescimento (GH) e
concentracfes diminuidas de insulina e leptina foram positivamente relacionadas com as
concentragfes séricas de AGNE em vacas leiteiras durante o periodo de transicdo
(Rhoads et al., 2004).

Uma vez na circulacdo sanguinea, 0s AGNE chegam ao figado onde poderéo ser
processados de trés formas distintas: 1) processo de p-oxidacéo e utilizagdo como fonte
ATP, 2) conversdo em corpos cetdnicos (acetona, acetoacetato ou B-hidroxibutirato —
BHBA) que poderéo ser utilizados como fonte energética para os proprios hepatdcitos

ou liberados na corrente sanguinea e 3) re-esterificacdo em TG que serd armazenado no



interior dos hepatdcitos ou, apos conversdao em lipoproteinas de muito baixa densidade
(very low density lipoproteins — VLDL), liberado para a corrente sanguinea (Christensen
et al., 1997; Ingvartsen, 2006; Grummer, 2011; Ingvarsten e Moyes, 2011). De acordo
com o resultado do processamento dos AGNE pelo figado para o metabolismo da vaca
sdo Uteis, a p-oxidacdo e a exportacdo de TG na forma de VLDL. Essas vias, porém, sao
limitadas no metabolismo dos ruminantes e quando a lipdlise é acentuada, a
concentracdo plasmatica de AGNE torna-se elevada e as vias de sintese de corpos
cetbnicos e 0 acumulo de TG nos hepatdcitos ocorrem em excesso, predispondo o
animal a cetose e a lipidose hepatica, respectivamente (Grummer, 2011). Por isso, 0s
AGNE séo considerados importantes marcadores do metabolismo e da fisiologia da
vaca de leite periparturiente. Além disso, sdo os principais indicadores do BEN (Bell,
1995; Herdt, 1997; Overton, 2003) e sua concentracdo plasmatica foi positivamente
associada com ocorréncia de hipocalcemia, retencdo de placenta, metrite, mastite e
deslocamento de abomaso (Dyk, 1995; Kaneene et al., 1997; Sato et al., 1999; Ospina et
al., 2010; , Chapinal et al., 2011); negativamente associada a parametros reprodutivos,
como probabilidade de prenhez a primeira IA e retomada da ciclicidade ovariana
(Garverick et al., 2013; Ospina et al., 2010; Staples et al., 1990), e, também
negativamente associada a indicadores do sistema imune, como contagem de leucocitos
e funcdo neutrofilica (Hammon, et al., 2006; Wathes et al., 2009).

Estratégias para a reducdo da lipdlise e, portanto, das concentracdes plasmaticas
de AGNE foram investigadas a fim de melhorar a saude e o equilibrio energético de
vacas leiteiras periparturientes. Concentracfes plasmaticas diminuidas de AGNE foram
avaliadas por meio de manejos e dietas, porém na maioria das situacfes, em detrimento
da producéo e da porcentagem de gordura do leite, 0 que torna essas estratégias pouco

rentaveis (Grummer, 2016a). Ha também estudos que buscaram favorecer as vias



hepéticas nas quais os AGNE sdo naturalmente utilizados pelo metabolismo, como
aumento da exportacdo de VLDL pela adi¢do de suplementos a dieta, especialmente a
colina protegida (Lima et al., 2007; Lima et al., 2011). A pesquisa pelo ponto de
equilibrio no qual ocorra a lipomobilizacdo de forma a sustentar o pico de lactacdo e a
qualidade do leite, porém sem prejudicar a saide e 0 metabolismo dos animais € crucial
para 0 sucesso de um periodo de transicdo que possa ser a0 mesmo tempo rentavel ao
produtor e sustentavel para a fisiologia dos animais (Grummer, 20163, b).

2.2.Glicose e Insulina

Ruminantes sdo animais naturalmente hipoglicémicos quando comparados com
monogastricos (Bauman e Curie, 1980; Sasaki 2002), pois a fermentacdo ruminal dos
alimentos gera Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC: principalmente acetato,
propionato e butirato), sendo 0s principais substratos energéticos para o ruminante,
enquanto que a maioria dos agUcares e carboidratos presentes na dieta é rapidamente
utilizada pelos micro-organismos do rimen, ndo se tornando disponivel para a absor¢do
pelo intestino delgado na forma de monossacarideos.

A glicose é obtida praticamente em sua totalidade pela gliconeogénese hepatica,
para a qual o principal substrato é o propionato (Brockman, 2005). A maioria das
células dos ruminantes, porém, utiliza-se da oxidacdo de &cidos graxos para obtencéao de
energia, processo para o qual os principais substratos sdo os AGNE e 0 acetato, por isso,
0s ruminantes ndo necessitam de elevadas concentracGes de glicose sanguinea (Bell,
1995; Herdt, 1997; Drackley, 1999).

Proximo a paricao, porém, a demanda por glicose eleva-se uma vez que o feto, a
placenta e o Utero apresentam elevada exigéncia deste substrato para suas manutencdes
e crescimento ao final da gestacdo (Bell, 1995; Adewuyi et al., 2005). No inicio da

lactacdo, a secrecdo de leite se intensifica e com ela a necessidade da glandula mamaria
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por glicose para a producédo de lactose (Neville et al., 1983). Segundo Bell e Bauman
(1997), a demanda por glicose € quatro vezes maior para ovelhas prenhes ao final da
gestacdo quando comparadas as ovelhas ndo-gestantes. Em vacas de muito alta
producdo a situacdo é mais extrema e a exigéncia pode ser sete vezes superior a de
vacas ndo-lactantes.

Para que animais hipoglicémicos — os ruminantes, e especialmente a vaca leiteira
de alta producdo, quando comparados aos monogastricos — consigam suprir as
demandas do organismo existem certas adaptacbes homeorréticas, como a priorizacao
do uso da glicose para tecidos fetais, placentarios e mamarios (Bell, 1995; Bell e
Bauman, 1997; Adewuyi et al., 2005) em relagdo aos demais tecidos do organismo da
vaca periparturiente. Isso ocorre, pois, entre outros motivos, nas células do feto,
placenta e da glandula mamaéria predominam os transportadores de glicose do tipo
GLUT1 e GLUTS, independentes da acdo da isulina (Simmons et al., 1979; Bell e
Bauman, 1997; Ehrhardt e Bell, 1997;). Em tecidos periféricos, principalmente adiposo
e muscular, predomina o transportador do tipo GLUT4, insulinodependente (Zhao,
1993). Desta forma, o aporte de glicose para o Utero gravidico, durante o pré-parto, e
para a glandula mamaéria, durante o po6s-parto, é facilitado (Molina et al., 1991; Zhao,
1996).

Os ruminantes apresentam tecidos periféricos (que expressam transportadores
GLUT4) com baixa sensibilidade a insulina, quando comparados com outras espécies
como roedores e humanos (Sasaki, 2002). Este perfil, ao intensificar-se, caracteriza um
quadro de resisténcia a insulina, vastamente descrito durante o periodo de transi¢édo
(Kronfeld, 1982; Sano et al., 1991; Sano et al., 1993, Bell e Bauman 1997; Hayirli,
2006) e recentemente identificado em vacas sobrealimentadas durante meio e final de

lactacdo (Leiva et al., 2015a). Isto significa que para obterem aporte celular de glicose,
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esses tecidos dependerdo de concentragdes plasmaticas de insulina ainda mais elevadas,
0 que foi observado nos animais utilizados por Leiva et al. (2015a), mas dificilmente
ocorrerd em vacas durante o periodo de transicdo durante o BEN (Butler et al., 2003;
Grum et al., 1996; Vazquez-Anon, 1994; Lucy 2011). Além disso a elevada taxa de
lipomobilizacdo, tipica do periparto, promove o acumulo de TG nos hepatdcitos,
reduzindo a capacidade gliconeogénica do figado e agravando a hipoglicemia e,
consequentemente, a hipoinsulinemia. Desta forma, as concentragdes diminuidas de
glicose e insulina estimulam a lipdlise no tecido adiposo e prolongam o BEN
(Grummer, 1993).

Em vista do que foi descrito, glicose e insulina sdo consideradas importantes
marcadores do status metabdlico da vaca leiteira durante o periodo de transi¢do. Desta
forma, a determinacdo de suas concentragdes plasmaticas é ferramenta relevante para a

avaliacdo e interpretacéo de resultados experimentais.

3. EIXO SOMATOTROPICO

O eixo somatotrdpico é definido, de maneira simplificada, como a interacao
entre 0 GH (ou somatotropina), seus receptores no figado (GHR-1A) e o fator de
crescimento insulina-simile tipo 1 (insulin-like growth factor type 1 — IGF-1).
Quando o GH se liga aos GHR-1A ha estimulo para que o figado secrete IGF-1.
ConcentracOes plasmaticas diminuidas de IGF-1sinalizam & hip6fise que mais GH deve
ser liberado na corrente sanguinea. Enquanto que concentracdes elevadas de IGF-1
inibem a secre¢do de GH, em esquema de feedback negativo (Lucy, 2011).

A maioria dos tecidos do organismo é responsiva ao GH por meio de GHR-1A.
E no figado, porém, que estes receptores sio encontrados com maior abundancia

(Hauser et al., 1990; Lucy et al., 1998). O acoplamento do GH aos seus receptores gera
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respostas variadas, mas a mais conhecida e de maior relevancia no metabolismo da vaca
periparturiente é a producdo e secrecdo de IGF-1 para a corrente sanguinea (Hannon et
al., 1991; Bichell et al., 1992; Gronowski e Rotwein, 1995). O IGF-1 é um importante
mediador da acdo do GH em diversos tipos celulares (McGuire et al., 1992; Thissen et
al., 1994; Jones e Clemmons, 1995; Le Roith, 2001). O receptor de GH encontrado no
figado de bovinos adultos é regulado por fatores nutricionais, hormonais e metabolicos
(Lucy et al., 2001).

Bezerros alimentados com dieta para alto ganho de peso tiveram maior
expressdo de GHR-1A hepatico quando comparados com bezerros alimentados com
dietas para baixo ganho de peso (Smith et al., 1999). A exemplo disso, vacas
periparturientes com balangco nutricional negativo apresentam reduzida expressdo de
GHR-1A hepéatico no dia do parto, acompanhada por concentragdes plasmaticas
diminuidas de IGF-1 e elevadas de GH. Este fendmeno, em vacas saudaveis, € revertido
em média 21 dias ap0s a pari¢do (Kobayashi et al., 1999). Ainda neste mesmo estudo,
constatou-se que um dos animais do experimento ao apresentar deslocamento de
abomaso logo ap6s o parto, ndo expressou GHR-1A hepético aos 15 dias em leite
(DEL). Os autores hipotetizaram que o prolongado periodo de ingestdo reduzida foi
prejudicial a expressdo dos receptores hepaticos. Segundo Lucy et al. (2001) a falha no
reestabelecimento dos niveis normais de GHR-1A ap0s o parto pode afetar a saide e o
desempenho da vaca, fato que estd de acordo com estudos que associaram
concentragOes plasmaticas elevadas de IGF-1 ao retorno mais rapido da atividade
reprodutiva (Thatcher et al.,, 2006; Taylor 2004) e melhor titulo de anticorpos,
relacionado com animais imunocompetentes (Mallard et al., 1997).

Lucy et al. (2001) demonstraram relacdo entre a expressdo de GHR-1A hepatico

e a ingestdo de alimento, fase da lactacdo e aplicacdo de GH bovino exdgeno em vacas
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leiteiras, porém ndo identificaram o mecanismo exato pelo qual ha reducdo de GHR-1A
durante o pds-parto imediato. Em estudo posterior, Butler et al. (2003) investigaram o
papel da insulina no eixo somatotrépico, e constaram que, ao elevar as concentragdes
sanguineas de insulina em vacas leiteiras durante o po6s-parto (10 dias ap6s o parto)
havia aumento da expressdo de GHR-1A hepético e, em consequéncia, elevacdo
também na concentracdo plasméatica de IGF-1. Além da influéncia do balango
energético e do ambiente hormonal na expressdo de GHR-1A, a lipolise excessiva
impacta negativamente na funcdo hepatica de vacas leiteiras periparturientes, devido
principalmente ao acumulo de TAG nos hepatdcitos, e hé esfor¢cos para que este quadro
possa ser revertido ou amenizado (Grummer, 1993; Drackley, 1999; Herdt, 2000; Bobe
et al., 2004), com o objetivo de restaurar rapidamente a funcdo plena dos hepatécitos
apos o parto. Caso isso nao seja possivel, o que ocorre com frequéncia, principalmente
entre vacas leiteiras de alta producdo, o animal pode apresentar o que é chamado de
desacoplamento do eixo somatotrdpico ou resisténcia ao GH (Donaghy e Baxter, 1996).
Como descrito inicialmente, no eixo somatotrépico, ha a ligacdo do GH ao seu receptor
que desencadeia a producdo e secrecdo de IGF-1 pelo figado e este horménio entdo,
dependendo de suas concentracBes plasmaticas, estimula ou inibe a hipo6fise a secretar
GH em esquema de feedback. Se, no entanto, a situacdo é de expressdo diminuida de
GHR-1A, como no pos-parto imediato, essa ligagdo ndo ocorre. Mesmo que a
concentracdo de GH seja abundante, a producdo de IGF-1 é insuficiente e o sinal que
chega a hipofise a induz a secretar ainda mais GH. Essa situacéo € fisiologica (Butler et
al., 2003), porém espera-se que seja revertida em um prazo de dias ou poucas semanas
apos o parto (Kobayashi et al., 1999). Quando o quadro se prolonga h& consequéncias

indesejaveis como queda na producdo, perdas reprodutivas e comprometimento do
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sistema imune, devido principalmente as diminuidas concentragdes plasmaticas do IGF-
I (Mallard et al., 1997; Taylor, 2004; Thatcher et al., 2006; Lucy 2011).

3.1.Fator de Crescimento semelhante a Insulina tipo 1 (IGF-1)

O Fator de Crescimento semelhante a Insulina tipo 1, ou IGF-1, € um horménio
proteico da familia dos IGFs, e seu nome deriva do fato de ele se relacionar direta e
indiretamente com a fisiologia do crescimento e possuir uma estrutura molecular muito
semelhante & da insulina (Le Roith et al., 2001). Quando um fator intermediario para a
acdo do GH no crescimento ésseo foi identificado nos anos 50, ele foi chamado de
“fator de sulfa¢do” e posteriormente de somatomedina C, pelo fato de a molécula em
questdo mediar a acdo da somatotropina, 0 GH (Salmon e Daughaday, 1957). Apenas
em 1978 foi possivel a purificacdo e caracterizacdo dos IGF-I e IGF-I1, que foram entdo
batizados por compartilharem 50% da sequéncia de aminoacidos com a insulina e serem
capazes de estimular a captacdo de glicose em células do tecido muscular e adiposo
(Rinderknecht e Humbel, 1978).

A medida que o estudo dos IGFs evoluiu foram descobertas novas funcdes e
interagfes destes hormoOnios em diferentes tecidos e sistemas do organismo.
Evidenciou-se que se tratava de um sistema complexo, dentro do qual o IGF-I possuia
diversos sitios de acdo, sob diferentes mediadores (Le Roithet al., 2001).

Dentre suas agdes pode-se citar o efeito no crescimento, tanto como mediador do
GH no crescimento 6sseo e cartilaginoso (Blair et al, 1988; Gourmelen et al., 1984),
como sua possivel acdo independente no crescimento embrionario e na hipertrofia de
Orgaos como o0 baco e os rins (Gourmelen et al., 1984, Guler et al., 1988). Sua fungéo
direta no desenvolvimento dos foliculos ovarianos e do utero tem grande influéncia na
fertilidade (Zhou et al., 1997; Laron, 1999) & também potente estimulador das células

da granulosa e da esteroidogénese em ceélulas luteais bovinas (Schams et al., 19888;
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McArdle e Holtorf, 1989) e funcdo metabodlica conjunta & da insulina, aumentando o
metabolismo proteico e inibindo a protedlise (Fryburg, 1994; Fryburg et al., 1995), além
de melhor a captagdo de glicose celular em tecidos periféricos (Jacob et al., 1989). Na
imunidade inata, estudos in vitro mostraram maior atividade de células natural killers
(NK) quando estas foram estimuladas com IGF-1 (Kooijman et al., 1992), macréfagos
pré-tratados com IGF-1 e expostos a endotoxina apresentaram maior producdo de TNF-
a (Renier et al., 1996) e o IGF-1 também modula a diferenciacdo e a proliferacdo de
células da linhagem mieloide (McCubrey et al., 1991; Clark, 1997).

Na maioria destes trabalhos, as funcbes do IGF-1 foram descritas utilizando
como modelo experimental, roedores (Blair et al, 1988; Guler et al., 1988; Jacob et al.,
1989; Zhou et al., 1997) e seres humanos (Gourmelen et al., 1984; Fryburg, 1994;
Fryburg et al., 1995). Nota-se que, em um contexto de producdo animal, algumas das
acOes deste hormonio se destacam mais que outras, como, por exemplo, seu papel na
fertilidade e, de acordo com o que foi discutido sobre a fisiologia do periodo de
transicdo, na captacdo de glicose celular. As a¢des do IGF-1 fizeram com que este fosse
frequentemente incluido em estudos com vacas leiteiras (Burton et al., 1991; Mallard et
al., 1997; Butler, 2000; Rhoads et al., 2008; Wathes et al., 2009; Kessler et al., 2013).

Devido a sua propriedade de interagir com diferentes tipos celulares (Le Roith et
al., 2001), o IGF-I foi utilizado como ferramenta na avaliacdo da fertilidade (Lucy,
2000; Armstrong et al., 2002; Rhoads et al., 2008), da funcdo imune (Burton et al.,
1991; Mallard et al., 1997; Wathes et al., 2009) e do status nutricional (Elsasser et al.,
1989; Smith et al., 1999; Butler, 2000) de bovinos. Desta forma, o IGF-I é um indicador
que auxilia no esclarecimento de dados referentes a eficiéncia reprodutiva, ao sistema
imunologico e a condicdo nutricional, o que fez deste hormdnio um importante

marcador do metabolismo da vaca leiteira periparturiente.
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4. SISTEMA IMUNE

Para fins de estudo o sistema imune é divido em sistema imune inato e sistema
imune adquirido e, embora seja possivel identificar caracteristicas distintas entre 0s
dois, eles possuem componentes em comum e um mesmo objetivo: proteger o
organismo hospedeiro contra ameacas de patdgenos e, portanto, funcionam em conjunto
(Janeway et al., 2005)

O sistema imune inato possui um componente fisico-quimico: barreiras
inespecificas contra o acesso de possiveis fonte de infec¢do (pele, mucosas, pH, micro-
organismos benéficos presentes, por exemplo, nas mucosas intestinais e respiratérias), e
um componente celular: células (neutréfilos, mondcitos, macrofagos, células
dendriticas, celulas NK, mastdcitos, basofilos, e eosindfilos) que tém como principal
funcdo a identificacdo e a fagocitose de patogenos, de células infectadas ou anormais e a
liberacdo de mediadores inflamatérios (Carroll e Forsberg, 2007). O sistema imune
inato fornece a primeira linha de defesa do organismo, que ocorre rapidamente (0 a 4h)
apos a infeccdo (Janeway et al., 2005), a fim de que os patégenos ndo tenham tempo e
oportunidade de se proliferarem no hospedeiro. Para que isto ocorra, as células do
sistema imune inato identificam tanto os patdégenos, por meio dos padrées moleculares
associados a patogenos, PAMP, como a ocorréncia de danos teciduais, indicada pela
liberacdo de padroes moleculares associados a danos DAMP. O reconhecimento destes
padrdes moleculares incita uma resposta inflamatoria, inicialmente localizada e
posteriormente sistémica. (Ceciliani et al., 2012).

Os PAMP sdo estruturas moleculares comumente presentes em células
microbianas, porém incomuns ou ausentes em células mamiferas, como por exemplo:

lipopolissacarideo (parede celular de bactérias gram-negativas), acido lipotecoico
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(parede celular de bactérias gram-positivas), manoses (glicolipidios e glicoproteinas
bacterianos), n-metil-formil-metionina (proteinas bacterianas), RNA de fita dupla
(presente em virus) e glucanos (parede celular de fungos) (Brodsky e Medzhitov, 2009).
Ja os DAMP sdo derivados de componentes intracelulares como mitoc6ndria, ndcleo,
reticulo endoplasmatico, e quando encontrados no ambiente extracelular indicam morte
ou injdria celular (Krysko et al., 2011).

O sistema imune adquirido compde a segunda linha de defesa do organismo, na
qual ha reconhecimento de antigenos especificos e subsequente producgdo de anticorpos
(Janeway et al., 2005). Detalhes desta ramificacdo do sistema imune ndo serdo
abordados nesta revisdo, mas, como mencionado anteriormente, ha interacdes entre
componentes do sistema imune inato e adquirido, como, por exemplo, a influéncia das
citocinas produzidas por células NK sobre a diferenciacdo dos linfocitos T (Mosman e
Sad, 1996; Elenkov e Chrousos, 1999).

As citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a, IFN-y, dentre outras)
sdo proteinas liberadas por células do sistema imune inato (células NK, macréfagos e
mondcitos) (Gauldie et al., 1987; Carroll e Forsberg, 2007). Elas mediam a resposta
inflamatoria atraves de diversos mecanismos celulares e sistémicos e um deles é o
desencadeamento de uma reposta de fase aguda (RFA), evento do sistema imune inato
avaliado através de proteinas e marcadores que permitem quantificar a inflamagédo
(Eckersall e Bell, 2010; Ceciliani et al., 2012).

4.1.Resposta de Fase Aguda (RFA)

A RFA é um componente do sistema imune inato presente em eventos
inflamatdrios, infecciosos, traumaticos e neoplasicos (Cray et al., 2009). Possui reacdes
caracteristicas inespecificas que variam em intensidade de acordo com a natureza do

insulto enfrentado pelo organismo, sendo elas: leucocitose, febre, mudancas
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comportamentais (letargia, apatia, anorexia, hiperalgesia), alteracbes nas concentragoes
plasmaéticas de minerais (ferro, zinco e cobre) e a mudanca no padrdo de sintese proteica
(Heinrich et. al., 1990; Carroll e Forsberg, 2007).

Estas reacBes ocorrem em resposta ao estimulo das citocinas pro-inflamatérias
(IL-1, IL-6 e TNF-a) liberadas por macrofagos, quando ha reconhecimento de PAMP
ou DAMP. Dentre as reacOes citadas, duas se destacam como principais componentes
de uma RFA: a resposta febril e a alteracdo no metabolismo e regulacdo génica do
figado.

A resposta febril envolve alteracdo da regulacdo térmica pelo hipotalamo. E
uma adaptacdo de defesa muito antiga dos organismos e estd associada com uma
aceleracdo dos processos enzimaticos envolvidos na eliminagéo de patogenos. A febre,
apenas pela mudanga de temperatura, é capaz de destruir muitas bactérias e micro-
organismos presentes no hospedeiro e também acelera a proliferacdo de varios tipos
celulares do sistema imune. Ela ocorre em resposta ao aumento nas concentragdes
plasmaéticas de IL-1, IL-6 e TNF-o que induzem a sintese de prostaglandina E2, fator
estimulador da febre(Carroll e Forsberg, 2007)

A alteracdo no metabolismo e regulacdo génica do figado ocorre quando as
citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6 e TNF-a) chegam ao 6rgdo pela corrente
sanguinea e os hepatdcitos respondem iniciando a sintese e liberacdo de uma classe de
proteinas denominadas proteinas de fase aguda (PFA) (Ceciliani et al., 2012).

A sintese das PFA desvia os aminoacidos disponiveis no figado da sintese das
proteinas habituais (Carroll e Forsberg, 2007), desta forma tém-se duas classes de PFA:
aquelas que se elevam em concentracdo durante a RFA, chamadas PFA positivas
(haptoglobina, amiloide A sérico, cerulosplasmina e fibrinigénio, por exemplo) e

aquelas que diminuem em concentracdo, chamadas de PFA negativas (albumina e
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paraoxonase, por exemplo). As PFA positivas sdo ainda classificadas em trés
subgrupos: “major” (como haptoglobina e amiloide A sérico, no caso dos ruminantes),
“moderada” (proteina ligadora de lipopolissacarideo e fibrinogénio) e “minor”
(ceruloplasmina), de acordo com maneira como suas concentracfes se alteram durante a
RFA (Eckersall e Bell 2010; Ceciliani et al., 2012). Proteinas de fase aguda que
expressam elevacao rapida durante a RFA e apresentam concentracfes maiores, até em
centenas de vezes, que as concentragdes basais sdo consideradas “major”; as que tém
suas concentracdes elevadas lentamente em no méaximo o dobro dos valores de
referéncia sdo consideradas “minor” ¢ por fim aquelas que se encontram em situacao
intermediéria e apresentam elevacdo de suas concentragdes entre o dobro e 10 vezes em
relagdo as concentragdes iniciais sdo consideradas “moderadas” (Eckersall e Bell,
2010). O numero de vezes que as PFA “major”, “moderadas” ou “minor” aumentam
durante a RFA diferiu entre trabalhos e espécies animais estudadas (Petersen et al.,
2004; Ceron et al., 2005; Paltrinieri, 2008; Cray er al., 2009; Eckersall e Bell, 2010),
porém o conceito geral permaneceu 0 mesmo.

O perfil proteico da RFA varia de acordo com a espécie e, da mesma forma, a
classificacdo das PFA. Para ruminantes, por exemplo, a haptoglobina é uma PFA
“major”, enquanto para caninos, ela é considerada “moderada” (Martinez-Subiela et al.,
2002; Eckersall e Bell, 2010; Ceciliani et al., 2012). Por isto, é essencial ter
conhecimento do significado das PFA em relacdo a espécie estudada. Além disso, a
producdo de PFA ndo é exclusivamente hepatica (Skovgaard et al., 2009). Em
ruminantes, ela foi descrita na glandula mamaria (Hiss et al., 2004; Larson et al., 2005;
Thiele et al., 2007; Molenarr et al.,2009), nos sistemas reprodutivo (Sheldon et al.,
2001; Lavery et al., 2003; Chapwanya et al., 2009), respiratério (Lecchi et al., 2009;

Rahaman et al., 2010), digestivo (Dilda et al., 2011; Rahaman et al., 2010) e no tecido
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adiposo (Saremi et al., 2010; Berg et al., 2011), embora haja relatos que a participagéo
de PFA produzidas localmente é minima a nivel sistémico, e é a producdo hepética
responsavel pelas elevacdes observadas nas concentracdes séricas durante a RFA
(Ceciliani et al., 2012).

A dosagem das PFA para avaliacdo da reposta inflamatéria é uma abordagem
relativamente nova na medicina veterinaria, datando dos anos 90 (Cray et al., 2009), e
desde entdo trabalhos tém mostrado sua relevancia para fins diagndsticos e progndsticos
tanto na clinica de animais de companhia quanto na avaliacdo de rebanhos de animais
de producdo (French, 1989; Ceron et al., 2005; Murata et al.,2004; Petersen et al.,
2004Ceciliani et al., 2012).

Em vacas leiteiras, durante o periodo de transicdo, hd exposicdo a diversos
eventos inflamatoérios e mesmo animais que ndo enfrentam qualquer episodio de doenca
ou disturbio metabolico apresentam desvios do funcionamento regular do sistema imune
durante o periparto (Alsemgeest et al., 1993; Chan et al., 2010; Jawor e Stefaniak,
2011). O parto, em condicbes fisioldgicas, eleva as concentragfes sanguineas de
haptoglobina em vacas leiteiras e incita eventos que caracterizam uma RFA (Uchida et
al., 1993). Esta RFA € necessaria, pois durante o parto ha dano tecidual e exposicao do
organismo, principalmente do sistema reprodutivo e da glandula mamaria, a uma
elevada carga patogénica. Desta forma a RFA compde uma agdo do sistema imune inato
na tentativa de retomada da homeostase. Em contrapartida, situacdes de estresse, sem
qualquer estimulo patogénico, sdao também capazes de incitar uma RFA, como foi
demonstrado por Cooke e Bohnert, (2011) ao observarem o desenvolvimento de RFA
em bezerros que receberam aplicacdo de intravenosa CRH, mimetizando estimulo
estressor. Quando isto ocorre, ou seja, quando o organismo desencadeia uma RFA em

consequéncia de um evento caracterizado unicamente como estresse, sem dano tecidual
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ou ameaca de doenca (por exemplo, transporte, desmama ou estresse térmico), pode-se
dizer que ocorre uma RFA “desnecessaria”, ja que ndo ha patdgenos a serem
combatidos ou tecidos a serem reparados e 0 aumento nas concentragcdes plasmaticas
das PFA acaba néo encontrando as fungdes presentes em outros eventos nos quais elas
se encontram elevadas, como infecgdes, traumas, parigdo e neoplasias.

A dosagem das PFA durante o periodo de transicdo de vacas leiteiras permite a
caracterizagdo da resposta inflamatoria experienciada pelos animais e acresce
informacdo relevante na interpretacdo de outros dados relacionados com a fisiologia e
problematica desse periodo.

4.1.1. Haptoglobina (Hp)

A Haptoglobina (Hp) é uma proteina de fase aguda positiva, “major” e
juntamente com o Amil6ide A Sérico, sdo PFA de importante aspecto diagndéstico para
ruminantes (Eckersall e Bell, 2010). Sua molécula consiste de duas cadeias o e duas
cadeias 3 ligadas por pontes de dissulfeto (Morimatsu et al. 1991).

A principal fungdo da Hp é ligar-se & hemoglobina (Hb) formando um
complexo estavel Hp-Hb (Ceceliani et al., 2012), que pode entdo ser reconhecido,
fagocitado e removido da corrente sanguinea por macrofagos especializados do figado,
as células de Kupffer (Graversen et al., 2002). Além disso, a formacao do complexo Hp-
Hb desacelera o crescimento bacteriano por reduzir a disponibilidade de hemoglobina
livre, excelente meio de cultura para micro-organismos (Murata et al. 2004); também
evita o estresse oxidativo dos tecido (Yang et al. 2003) e previne o dano renal, pois 0
complexo Hp-Hb ndo atravessa a filtracdo glomerular, ao contrario da Hb que ao passar
pelos glomérulos renais gera lesdo (Allison e Rees, 1957). Assim, a Hp, por meio da
formagdo do complexo Hp-Hb, protege o organismo dos efeitos nocivos da

hemoglobina livre proveniente da hemolise (Kato, 2009). Alem disso, Hp também
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possui propriedades anti-inflamatdrias, ligando-se ao receptor CD163 de mondcitos ou
macrofagos e induzindo expressdo de mediadores anti-inflamatérios como a IL-10
(Philippidis et. al, 2004; Schaer et. al 2006).

Dentro de uma RFA, sucintamente, pode-se entdo nomear 0s seguintes eventos:
o0 insulto de origens variadas, como ja descrito anteriormente; as células do sistema
imune inato respondem com a producéo de citocinas inflamatorias, principalmente 1L-1,
IL-6 e TNF-q, e por fim os hepatdcitos, em resposta irdo sintetizar as PFA, dentre elas a
Hp (Carroll e Forsberg, 2007; Cray et al.,, 2009; Ceciliani et al., 2012). As
concentragdes séricas de Hp, refletem, portanto a ocorréncia de uma série de eventos em
cadeia que, em funcgéo das circunstancias, podem ter interpretacGes diferentes. Elevadas
concentragdes séricas de Hp indicam, portanto, que houve uma RFA mediante a algum
estimulo.

Assim, alguns autores (Alsemgeest et al., 1994; Hirvonen et al., 1996; Huzzey,
et al., 2009) relacionaram o0 aumento nas concentragdes séricas de Hp com a ocorréncia
e 0 desenvolvimento do quadro clinico de doencas. Alsemgeest et al. (1994)
caracterizaram as concentracbes séricas de Hp em animais saudaveis ou que
desenvolveram, de forma clinica, inflamacdes agudas e crénicas e observaram que as
concentracfes de Hp foram significativamente menores em animais saudaveis em
comparacdo aos demais. Hirvonen et al. (1996) relacionaram a elevacdo das
concentragdes séricas de Hp com a gravidade, duracdo e resolucdo de casos de mastite
induzida: animais com concentraces mais elevadas de Hp apresentaram quadro clinico
mais grave de mastite, de maior duragdo e com pior resolucdo (perda de funcdo de
quartos mamarios afetados). Huzzey, et al. (2009) demonstraram o potencial uso das

concentragOes séricas de Hp como um preditor de metrite puerperal, no qual as
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concentragfes mais elevadas em momentos de coleta precedentes ao episodio clinico
foram indicativos de forma mais agressiva da doenga.

Em contrapartida, outros estudos relacionaram o aumento das concentracGes de
Hp com marcadores imunoldgicos e de producdo positivos em vacas leiteiras
periparturientes. Silvestre et al. (2011a, 2011b) ao suplementarem vacas leiterias com
diferentes fontes de acidos graxos, observaram aumento das concentracdes séricas de
Hp nos animais recebendo fontes de &cidos graxos essenciais quando comparadas aos
animais recebendo &cidos graxos ndo essenciais e associaram este aumento a um perfil
pré-inflamat6rio benéfico durante o periparto, que auxilia em uma resposta imunolégica
mais eficaz. Outros dados destes trabalhos suportam tais conclusdes sobre a melhoria da
funcdo imune como a mudanga no perfil de &cidos graxos da membrana plasmatica e
maior atividade fagocitica dos neutrofilos. Leiva et al. (2015b), também observaram
elevacdo das concentracdes plasmaticas de Hp de vacas leiteiras periparturientes
suplementadas com colina protegida durante o periodo de transicdo e, da mesma forma,
interpretaram este resultado como benéfico.

Logo, para a utilizacdo das concentracBes séricas de Hp como indicador da
salde de vacas leiteiras periparturientes é preciso ter conhecimento sobre os critérios de
avaliacdo e, de acordo com os trabalhos mencionados nos paragrafos anteriores, ha
indicios de que as elevacdes nas concentragcdes de Hp tenham significados diferentes
dependendo de fatores como a situacdo clinica do animal, sendo que em vacas ja
sabidamente enfermas maiores concentracfes de Hp foram associadas com piores
quadros clinicos e sintomas mais agressivos (Alsemgeest et al., 1994; Hirvonen et al.,
1996; Huzzey et al., 2009), enquanto que outros estudos ao utilizarem animais

periparturientes saudaveis (Silvestre et al. 2011a; Silvestre et al., 2011b; Leiva et al.,

24



2015b) associaram concentragcbes de Hp mais elevadas a um perfil pré-inflamatorio
potencialmente benéfico para vacas leiteiras durante o periparto.
4.1.2. Desafio de LPS

O lipopolissacarideo (LPS) é uma substancia presente na parede celular de
bactérias Gram-negativas capaz de estimular intensamente a resposta imune inata da
maioria dos animais (Alexander e Rietschel, 2001). E utilizado em pesquisa com a
intencdo de simular a resposta imunoldgica a uma infeccdo bacteriana, sem, no entanto,
haver risco de doenca. Segundo Ceciliani et al. (2012) o desafio com LPS é o modelo
padrdo para estudo da RFA, pois os eventos ocorrerdo de maneira muito semelhante a
uma infeccdo por bactérias Gram-negativas e € possivel a coleta de amostras para
avaliacdo de marcadores desta resposta, principalmente as PFA e citocinas.

O LPS foi identificado no organismo de bovinos expostos a diferentes condigdes
patoldgicas (mastites ambientais, septicemia, acidose, laminite e deslocamento de
abomaso) (Boosman et al., 1991; Andersen, 1994; Blum et al., 2000). Infecgdes por
bactérias gram-negativas séo situacdes nas quais ha grande concentracdo plasmatica de
LPS, induzindo RFA, com producgéo de TNF-a, haptoglobina e outros, como amiloide-
A sérico (SAA) (Boosman et al., 1989; Sordillo e Peel., 1992; Werling et al., 1996).

Durante o periodo de transicdo, devido aos eventos do parto, inicio da lactacgdo,
mudancas de ambiente e de dieta, a vaca leiteira é exposta a grande quantidade de
patdgenos, dentre eles as bactérias gram-negativas. Por isso, o desafio de LPS é vélido
no estudo da RFA de vacas leiteiras periparturientes, pois cria uma situacao similar a
enfrentada pelos animais no campo e permite sua avaliagéo.

4.2.Imunossupressao e o Periparto de Vacas Leiteiras

Antes mesmo dos estudos sobre o periodo de transi¢ao se intensificarem, alguns

trabalhos investigaram a o sistema imune de vacas leiteiras periparturientes, acessando-
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o atraves de marcadores de funcdo leucocitaria (Kehrli et al., 1989a, b; Newbould,
1976). No mais antigo destes trabalhos, Newbould (1976) avaliou a competéncia
fagocitica de leucdcitos polimorfononucleados (PMN) através da concentracdo de
“PMN ativos”, definidos como aqueles que apresentam fagocitose de S. aureus in vitro,
no sangue de oito vacas durante um ciclo completo de gestacdo. Foi observado que a
atividade fagocitica atingiu 0 minimo absoluto durante o ciclo todo na primeira semana
apos o parto. Resultados semelhantes foram observados por Kehrli et al. (1989a, b) que
ao estudarem separadamente neutrofilos e linfécitos de vacas durante o ciclo de
gestacdo constaram queda dos marcadores de atividade de ambos os tipos celulares
durante a primeira semana apds o parto. Evidenciou-se, entdo, que havia uma queda
significativa da atividade leucocitaria em vacas ap6s o parto, especialmente durante os
primeiros sete dias, 0 que compde um quadro de imunossupressao.

Imunossupresséo é definida como a inabilidade do sistema imune em responder
a presenca de patdgenos ou a danos teciduais, falhando desta forma em debelar
infeccdes e reparar tecidos danificados (Bryant, 2003).

A imunossupressdo de vacas leiteiras durante o periparto é descrita na literatura,
porém, os exatos mecanismos fisioldgicos pelos quais ela ocorre ainda ndo foram
completamente esclarecidos (Burton et al., 2003; Goff, 2006; Sordillo e Raphael, 2013).

Sugeriu-se que 0 agente causador da imunossupressdo durante o periparto era
mudanca nos perfis hormonais que ocorre durante o periodo de transi¢do (Alsemgeest et
al., 1993). A elevagéo na concentracdo plasmatica de cortisol causada pela paricdo em
si, bem como pelas diversas situacdes estressantes previstas na rotina da vaca de
transicdo, foram também apontadas como possiveis causas da imunossupressdo (Burton

et al., 1995). Além disso, as alteracbes nas concentracdes plasmaticas de estradiol e
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progesterona, por serem intensas e abruptas nos momentos acerca da pari¢cdo, Sdo
provaveis coadjuvantes na queda de imunidade (Weber et al., 2001).

A glicose também é um metabolito critico durante o periparto, pois neste periodo
a vaca apresenta hipoglicemia acentuada, causada pela associacdo da sua elevada
demanda para producdo da lactose do leite e reduzida ingestdo de matéria seca, como
mencionado anteriormente (Neville et a., 1983; Vazquez-Afion et al., 1994; Drackley,
1999; Jorritsma et al., 2003). Sabe-se que a glicose é a fonte de energia preferencial para
as células do sistema imune (Newsholme e Newsholme, 1989) e que pode ter efeitos
estimulatorios na resposta imunoldgica, como aumento da proliferacdo, diferenciacao,
quimiotaxia e atividade fagocitaria dos leucocitos (Barghouthi et al., 1995; Gamelli et
al., 1996; Pithon-Curi et al., 2004). Desta forma, é compreensivel que a baixa
disponibilidade de glicose seja prejudicial as funcBes leucocitérias, e,
consequentemente, responsavel, pelo menos em partes, pela imunossupressao.

A lipomobilizagdo que ocorre no periparto foi relacionada com o
comprometimento da funcdo imune em vacas leiteiras, denotando que o BEN tem
relevante influéncia na imunossupressdo e, portanto, na ocorréncia de problemas de
salide, como disturbios metabdlicos e doengas infecciosas durante o periparto. As
abordagens variam entre estudos, mas neste contexto, foi relatado que o BEN esta
relacionado com a ocorréncia de problemas locomotivos e nutricionais (Collard et al.,
2000), com o comprometimento da funcdo neutrofilica, avaliada pela atividade das
enzimas citocromo-c e mieloperoxidase, refletindo em maior ocorréncia de doengas
uterinas (Hammon et al, 2006), com o perfil de &cidos graxos plasmaticos, que se altera,
influenciando na composicao fosfolipidica da membrana de leucocitos (Contreras et al.,
2010) e a elevada concentracéo sérica de AGNE durante a semana anterior ao parto foi

associada com maior risco de retencdo de placenta, metrite e deslocamento de abomaso
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(Chapinal et al., 2011). Embora a concentracao sérica de AGNE durante o pré-parto seja
um bom preditor de disturbios durante o pds-parto (Moyes et al., 2013), € preciso ter
cautela ao relacionar AGNE e imunossupressdo, pois foi relatada a capacidade
estimulatoria de alguns acidos graxos sob o sistema imune (Lee et al., 2001; Lee et al.,
2004; Lee e Hwang, 2006). Além dos AGNE, outros marcadores do BEN, os corpos
cetbnicos, além de ndo poderem ser utilizados como fonte de energia pelos leucécitos
(Newsholme et al., 1987), foram associados a diminui¢do da quimiotaxia e da atividade
fagocitica destas células (Grinberg et al., 2008; Ingvartsen and Moyes, 2013).

N&o ha duvidas que as alteracbes homeorréticas do periparto de vacas leiteiras
tém impacto no sistema imunoldgico dos animais. Além disso, horménios e
metabdlitos, como aqueles mencionados previamente (cortisol, estradiol, progesterona,
glicose, corpos cetdnicos) relacionam-se de alguma forma com a imunossupressao. Os
mecanismos de acdo e detalhes da fisiologia da imunossupressdo de vacas leiteiras
durante o periodo de transicdo, porém, ainda requerem mais estudos para que possam
ser completamente compreendidos (Waldron, 2011).

5. ESTRESSE

O conceito de estresse foi esbocado na década de 30 (Selye, 1936) e descrito
como um conjunto de reacdes do organismo comum a diferentes estimulos agressores,
um método de alerta do organismo frente a possiveis ameaca. E, independente da
natureza do estimulo agressor, algumas reacBes permaneciam consistentes, como:
taquicardia, hiperglicemia, vasoconstricdo visceral e periférica e vasodilatacdo
muscular. Essas repostas foram interpretadas como adaptacGes evolutivas que
permitiram aos animais reconhecer e reagir adequadamente a situacGes de perigo e

assim garantir sua sobrevivéncia.
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Muitos anos depois, o termo “estresse” ainda € frequentemente utilizado nos
mais diferentes campos da biologia, sem ter, no entanto uma descricdo unanime. A
definicdo de Moberg (2000) é semelhate a de Selye (1936): uma resposta bioldgica
desencadeada pelo préprio organismo quando este reconhece alguma perturbacéo (por
exemplo, temperaturas extremas, presenca de predadores, doengas, traumas, parigéo e
outros) a que ameace a sua homeostase. Morberg (2000) ainda diferencia os termos
estresse e distress (que traduzido para o portugués seria “aflicdo” ou “sofrimento”), em
que o primeiro seria o conjunto de respostas benéficas do estresse, aquelas cuja fungéo é
realmente de alerta; ja distress é o estado no qual o estresse causa consequéncias
negativas para 0 organismo, comumente associadas as formas cronicas de estresse.

Embora a reacéo incitada seja semelhante para os diferentes agentes estressores,
pode-se classificar esses agente em trés categorias no estudo de animais de producdo: 1)
estresse psicoldgico: contato com novos animais, mudanca para novo ambiente; 2)
estresse fisiologico: alteracdes enddcrinas e neuroenddcrinas por alguma condicao,
como restricdo alimentar ou disfuncdes glandulares; 3) estresse fisico: traumas
mecanicos, estresse térmico, cansaco (Carroll e Forsberg, 2007). No estudo de vacas
leiteiras, portanto, justifica-se a caracterizacdo do periodo de transicdo como um
momento estressante, pois, em rotinas de fazendas comerciais, elas enfrentam todos 0s
trés tipos de agentes estressores.

A endocrinologia do estresse baseia-se no eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal
(HHA), no qual um estimulo estressor ativa a liberagdo do horménio liberador de
corticotrofina (CRH) e vasopressina (VP) pelo hipotalamo e ambos estimulam a
hipdfise anterior a produzir e secretar o horménio adrenocorticotréfico (ACTH) (Carroll
e Forsberg, 2007). A poténcia de estimulo de CRH ou VP sobre a secrecdo de ACTH ¢

especie-especifica e, para bovinos foi demonstrado que o CRH é o estimulador mais

29



potente (Wagner, 1987; Carroll et al., 2007). Além de estimular a secre¢do de ACTH, a
VP potencializa a acdo do CRH, colaborando também desta maneira para o estimulo a
secrecdo de ACTH (Rivier e Vale, 1983; Carroll et al., 1993).

As acdes primarias do ACTH séo estimular a sintese e liberacdo de hormdnios
esteroides na glandula adrenal e promover a captacdo do colesterol e sua conversdo em
pregnenolona. Os hormonios esteroides sdo classificados em glicocorticodes,
mineralocorticoides e androgenos. Os glicocorticoides sdo aqueles que se relacionam
diretamente com as reagdes de estresse e interagem com diferentes 6rgdos e sistemas.
No figado estimulam a gliconeogénese pela conversdo de proteinas e gorduras em
metabdlitos intermediarias (como piruvato, lactato, glicerol e aminoécidos) que podem
entdo ser convertidos em glicose pelos hepatocitos (Carroll e Forsberg, 2007). Na
propria glandula adrenal estimulam a liberacdo de catecolaminas que tém efeitos como
taquicardia, midriase, vasoconstricdo em pele e visceras e vasodilatagdo muscular e
também colaboram com o aumento da gliconeogénese hepatica (Plotsky et al., 1989).

Os glicocorticoides também interagem com o sistema imune, suprimindo
reacOes inflamatorias, um mecanismo de defesa do organismo contra a estimulacdo
crénica ou excessiva destes sistemas, que pode ser prejudicial (Munck et al., 1984).
Mais especificamente os glicocorticoides reduzem a liberacdo de citocinas, como o
TNF-a, IL-1 e IL-12 (Schleimer, 2004).

A exposicdo a elevadas concentracbes de glicocorticoides €, no entanto,
prejudicial a saude e causa disturbios como catabolismo proteico excessivo,
hiperglicemia, imunossupressdo e depressdao. Em animais de producdo foram relatadas
piora nos indices reprodutivos, crescimento inadequado, reducdo da producéo leiteira,

imunossupressao, e maior susceptibilidade a doencas (Ono et al., 1984; Friend, 1991). O
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principal glicocorticoide da maioria dos mamiferos é o cortisol (Carroll e Forsberg,
2007).
A avaliacdo do cortisol plasmatico é, portanto, um relevante indicador do

estresse e da salde da vaca leiteira durante o periodo de transicao.

6. ENDOMETRITE

A endometrite pos-parto em vacas leiteiras foi definida como inflamacéo do
endométrio ocorrendo a partir dos 21 dias pds-parto, sem sinais clinicos sistémicos
(Sheldon, 2006). A principal ferramenta para o diagndstico preciso da endometrite € a
coleta de amostras para citologia do endométrio que pode ser realizada pelo método do
“cytobrush” (Kasimanickam et al., 2004), pela lavagem uterina (Gilbert et al., 2005) ou
pela coleta de bidpsia (Bonnett et al., 1993). Esses exames geram uma lamina de
microscopia com a amostra do tecido ou das células endometriais, através da qual é
possivel fazer contagem diferencial da populacéo celular e determinar a porcentagem de
células polimorfonucleadas (PMN), parametro que identifica a intensidade da infiltracdo
leucocitica, geralmente associado a ocorréncia de infeccdo (Dubuc et al., 2010).

A endometrite pode ser classificada em clinica e subclinica. Endometrite clinica
é aquela que o animal apresenta muco vaginal de aspecto muco-purulento ou mais grave
(purulento, aquoso com odor fétido) e/ou cervix com diametro igual ou maios que 7,5
cm a palpacéo retal, 20 dias ou mais apds o parto (LeBlanc et al., 2002; McDougall et
al., 2007; Runciman et al., 2008). A endometrite subclinica é aquela em que ndo ha
sinais clinicos, mas a porcentagem de PMN na lamina, obtida por meio de um dos
métodos de coleta citados, € elevada, o limiar dessas porcentagens para determinacao de
endometrite citologica ou subclinica variou entre 4% e 18% de acordo com diferentes

estudos (Kasimanickam et al., 2004; Gilbert et al., 2005; Barlund et al., 2008; Galvao et
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al., 2009). A endometrite subclinica também pode ser chamada de endometrite
citologica, por ser necesséria a realizagdo de uma citologia para seu diagnostico.

Estudos demonstraram que a endometrite citoldgica é altamente prevalente entre
vacas leiteiras e prejudicial ao desempenho reprodutivo dos animais (Gilbert et al.,
2005; Cheong et al., 2011). O exame citoldgico para a determinacao de endometrite em
vacas ndo é uma pratica comum no campo, mas em pesquisa e em alguns casos,
justifica-se sua realizacdo a fim de avaliar a salde do sistema genital e investigar

possiveis causa de baixa fertilidade em fazendas leiteiras.

7. OMNIGEN-AF

Omnigen-AF® é um suplemento composto por uma mistura ativa desidratada de
Saccharomyces cerevisiae, produto de fermentagdo desidratada de Trichoderma
longibrachiatum, niacina, vitamina B12, riboflvina-5-fosfato, d- pantotenato de célcio,
cloreto de colina, biotina, tiamina monoidratada, hidrocloreto de piroxidina, bisulfato de
menidiona dimetilpirimidinol, &cido félico, aluminiosilicato de sodio, terra diatoméacea,
carbonato de calcio, casca de arroz e 6leo mineral (a formulacdo completa ndo é de
dominio publico).

Sua fungdo seria melhorar a resposta do sistema imune de animais
suplementados através de mudanca na expressao génica de neutrofilos, o que ja foi
verificado em vacas leiteiras durante o periparto (Wang et al. 2009a; Nightingale et al.
2013) e em animais de laboratorio (Ortiz-Marty et al. 2012; Rowson et al., 2011).
Omnigen-AF® também foi eficiente em melhorar a resposta vacinal em gado de corte,
ovinos e em ratos (Forsberg et al., 2007; Puntenney et al., 2010). Rowson et al. (2008),
ao desafiarem ratas com patdgenos de mastite bovina (S. aureus, S. uberis, E. coli),

verificaram menores concentracdes de DNA de S. aureus e S. uberis na glandula
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mamaria de ratas suplementadas com Omnigen-AF® quando comparadas aos animais
ndo-suplementados. Em outro experimento Rowson et. al (2009) também verificaram
aumento da infiltracdo neutrofilica em tecido mamério de ratas suplementadas com
Omnigen-AF® e aumento da expressdo de moléculas apresentadoras de antigeno
quando os animais tiveram mastite induzida por E. coli. Resultados semelhantes foram
obtidos por Wang et al. (2009b), também em ratas.

N&o ha, porém, estudos que associem 0s parametros imunoldgicos e impactos
metabdlicos e produtivos do suplemento em questdo em vacas leiteiras durante o
periodo de transi¢do e inicio da lactacdo. Mais estudos com este suplemento sdo
necessarios para confirmar os resultados obtidos até entdo e para avaliar possivel

aplicabilidade e rentabilidade do produto no campo em diferentes sistemas de producéo.

CONCLUSAO

O periodo de transicdo apresenta grandes desafios para o metabolismo e a
imunidade de vacas leiteiras. A producdo, a saude, os parametros reprodutivos e a
rentabilidade do animal durante toda a lactagcdo estdo fortemente relacionados com o
que ocorre durante este curto, mas importante, espaco de tempo.

E, embora esta revisdo tenha abordado os temas na forma de tdpicos para maior
clareza, € necessario considerar que 0Ss eventos apresentados ocorrem
concomitantemente durante o periodo de transi¢do e influenciam uns aos outros.

O BEN tem influéncia sobre o sistema imunologico, suprimindo-o (Hammon et
al., 2006; Mallard et al., 1998). Se um animal, por estar imunossuprimido, adoece, por
outro lado, ingere menos alimento (Heinrich et. al., 1990; Carroll e Forsberg, 2007) e 0
BEN intensifica-se. A menor ingestdo de alimento pode prolongar o desacoplamento do

eixo somatotropico e diminuir a liberacdo de IGF-1, o que também terd efeitos
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deletérios sobre o sistema imune (Mallard et al., 1997). O desacoplamento do eixo
somatotrépico por tempo prolongado atrasa a ciclicidade reprodutiva e impacta
negativamente nos indices de reproducdo (Thatcher et al., 2006; Taylor 2004). E, dessa
maneira, muitas relacbes, que se sobrepdem e interligam, podem ser tracadas,
evidenciando-se a complexidade do periodo e a dificuldade do estudo de seus aspectos
de forma fragmentada ou isolada.

Apesar de muitos trabalhos cientificos terem sido publicados sobre o assunto, o
periodo de transicdo em vacas leiteiras, nas praticas de fazendas comerciais, ainda é
negligenciado por produtores e técnicos, muitas vezes por falta de informacao. RevisGes
que esclarecam conceitos sobre a fisiologia e 0 metabolismo desta categoria se fazem
necessarias para melhor difusdo destes conhecimentos. Além disso, formas de melhorar
os indicadores do periodo de transicdo e garantir 0o bem-estar da vaca leiteira
periparturiente sdo cruciais para o0 sucesso da atividade. Em vista disto, esta reviséo
buscou esclarecer alguns conceitos e evidenciar a importancia do estudo do periodo de
transicdo em vacas leiteiras. O préximo capitulo apresentard a avaliacdo dos impactos
fisiologicos, imunolégicos e produtivos do uso de um aditivo nutricional para vacas

leiteiras durante o periodo de transicéo.
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SUPLEMENTACAO COM OMNIGEN-AF® PARA VACAS LEITEIRAS EM
PERIODO DE TRANSICAO E INICIO DE LACTACAO: IMPACTOS
FISIOLOGICOS E IMUNOLOGICOS

RESUMO

Vacas leiteiras passam por muitas mudancas fisiologicas e metabdlicas durante o
periodo de transicdo (Gummer, 1995; Drackely, 1999). Essas prejudicam o sistema
imune, expondo os animais a distirbios metabdlicos e doencas infecciosas (Mallard et
al., 1998). Omingen-AF® (OMN) € um produto comercial que demonstrou potencial de
modular a resposta imune de animais de producdo (Wang et al., 2009). Com o0 objetivo
de avaliar o potencial de OMN como suplemento nutricional para vacas leiteiras durante
o0 periodo de transicdo, este estudo comparou parametros produtivos, fisioldgicos e de
salde em vacas leiteiras suplementadas ou ndo com OMN durante o periodo de
transicdo. Trinta e oito vacas mesticas Holandés-Gir prenhas, multiparas e ndao-lactantes
foram classificadas por peso corporal (PC) e escore de condigdo corporal (ECC) e
designadas a receber (OMN; n=19) ou ndo (CON; n=19) 56 g/vaca/dia de OMN
iniciando 35 dias antes da data estimada para o parto. Omnigen foi suplementado
individualmente as vacas sobre o concentrado oferecido durante o periodo da manha.
Antes do parto, o PC e ECC das vacas foi aferido semanalmente e amostras de sangue
foram coletadas a cada 5 dias, iniciando no d-35 em relacdo a data prevista para a
pari¢do. Apds o parto e até 46 dias em leite (DEL), o PC e ECC foram aferidos também
semanalmente. O registro da producéo de leite individual e a coleta de amostras de leite
para analise de solidos totais e Contagem de Células Somaticas (CCS) e de amostras de
sangue de 0 a 7 DEL foram realizados diariamente. De 9 a 21 DEL, amostras foram
coletadas em dias alternados e de 26 a 46 DEL, a cada 5 dias. Todas as amostras de
sangue, do pré e pos-parto, foram avaliadas para cortisol, &cidos graxos nao-

esterificados (AGNE), insulina, glicose, haptoglobina, cortisol e IGF-1. Nos dias 30 e
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46 ap0Os o parto vacas foram avaliadas para endometrite através da técnica do cytobrush,
baseada na porcentagem de células polimorfonucledas (PMN) no total de uma contagem
de 100 células (PMN + células endometriais). No dia 48,7 + 1,6 ap6s o parto, 9 vacas de
cada tratamento receberam uma inje¢@o de lipopolissacarideo (LPS) (0,25ng/kg de PC)
e amostras de sangue foram coletadas a cada hora de -2h até 8h apds a injecdo as Oh; a
cada 12h das 12 as 72h e a cada 24h das 96 as 120h. Amostras de sangue coletadas
durante o desafio de LPS foram analisadas para haptoglobina e de fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a). N&o foi observado efeito de tratamento sobre o PC (P > 0,15),
ECC (P > 0,55), concentragdes séricas de cortisol, AGNE, insulina, glicose,
haptoglobina, cortisol e IGF-1. Vacas recebendo OMN apresentaram maior (P = 0,02)
producdo de leite (30,3kg/d vs. 27,1kg/d) e maior (P = 0,04) porcentagem de células
PMN na populacdo celular endometrial (12,2% vs. 3,9%) quando comparadas com
vacas recebendo CON. Apds a administracdo do LPS, vacas do grupo OMN
apresentaram concentragdo serica media superior (P = 0,04) de haptoglobina (212
ug/mL vs. 94 pug/mLpara vacas dos grupos OMN e CON, respectivamente) assim como
maior concentracdo plasmética de TNF-a (P < 0,04) nos momentos 1 (1,34 vs. 2,35
ng/mL para OMN e CON respectivamente), 2 (0,79 vs. 2,01 ng/mL, para OMN e CON
respectivamente) e 3h (0,41 vs. 1,34 ng/mL, para OMN e CON respectivamente) em
relagdo & injecdo de LPS. Em conclusdo, a suplementacdo de Omnigen-AF® durante o
periodo de transicéo elevou a concentracdo plasmatica de marcadores da resposta imune

inata e aumentou a producéo de leite em vacas leiteiras.

Palavras-chave: Inflamacéo, periodo de transicdo, producéo de leite, Omnigen-AF
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OMNIGEN-AF® SUPPLEMENTATION FOR TRANSITION AND EARLY
LACTATION DAIRY COWS: PHYSIOLOGIC AND IMMUNOGIC IMPACTS

ABSTRACT

Dairy cows undergo several physiological and metabolic changes during the
transition period. (Grummer, 1995; Drackley, 1999). These changes impair the immune
function and cows become more susceptible to infectious and metabolic diseases
(Mallard et al., 1998). Omnigen-AF® (OMN) is a commercial feed ingredient that has
been shown to modulate the immune response in livestock animals (Wang et al., 2009).
Aiming to evaluate the potential of OMN as a feed additive for transition dairy cows,
this study compared physiological, health, and productive parameters in dairy cows
supplemented or not with OMN during the transition period. Thirty-eight non-lactating,
multiparous, pregnant Holstein x Gir cows were ranked by body weight (BW) and body
condition score (BCS), and assigned to receive (OMN; n = 19) or not (CON; n = 19) 56
g/cow daily (as-fed basis) of OMN beginning 35 d prior to expected calving date.
Omnigen was individually offered to cows as top-dressing into the morning concentrate
feeding. Before calving, cow BW and BCS were recorded weekly and blood samples
collected every 5 d beginning on d -35 relative to expected calving date. After calving
and until 46 DIM, BW and BCS were recorded weekly. Individual milk production was
recorded and milk samples were collected daily for total solids and SCC analyses.
Blood was sampled daily from 0 to 7 DIM, every other day from 9 to 21 DIM, and
every 5 d from 26 to 46 DIM. All blood samples were evaluated for cortisol, non-
esterified fatty acids (NEFA), insulin, glucose, haptoglobin and IGF-1. On 30 and 46
DIM, cows were evaluated for endometritis via cytobrush technique, based on the % of
polymorphonuclear (PMN) cells within 100 total cell count (PMN + endometrial cells).

On 48.7 £ 1.6 DIM, 9 cows/treatment received a lipopolysaccharide (LPS) injection
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(0.25 pg/kg of BW), and blood was sampled hourly from -2 to 8 h, at 12-h intervals
from 12 to 72 h, and at 24-h intervals form 96 to 120 h relative to LPS administration at
hour 0. Blood samples collected during the LPS challenge were analyzed for
haptoglobin and tumor necrosis factor alpha (TNF-a). No treatment differences were
detected on BW (P > 0.15), BCS (P > 0.55), serum concentrations of cortisol, NEFA,
insulin, glucose, haptoglobin, cortisol, and IGF-I. Cows receiving the OMN diet had
greater milk yield (30.3 vs. 27.1 kg/d, P = 0.02) and percentage of PMN cells in
endometrial cell population (12.2 vs. 3.9%, P = 0.04) compared with CON cows. After
LPS administration, OMN cows had greater (P = 0.04) mean serum haptoglobin (212
vs. 94 pg/mL, for OMN and CON, respectively), as well as greater (P < 0.04) plasma
concentrations of TNF-a at 1, (1.34 vs. 2.35 ng/mL for OMN e CON respectively), 2
(0.79 vs. 2.01 ng/mL, for OMN e CON respectively) and 3h (0.41 vs. 1.34 ng/mL, for
OMN e CON respectively) relative to LPS injection. In conclusion, supplementing
Omnigen-AF® during the transition period increased plasma concentrations of innate

immunity markers and increased milk yield of transition dairy cows.

Key Words: Inflammation, milk production, Omnigen-AF, transition cows
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1. INTRODUCAO

Durante o periodo de transigdo, vacas leiteiras passam por mudancas fisiologicas
associadas com o parto e estabelecimento da lactagdo que comprometem sua fungéo
imune (Mallard et al., 1998; Drackey, 1999). Essas incluem aumento da lipolise,
desacoplamento dos eixos somatotropico e insulina-glicose, processos inflamatdrios,
que devido a funcdo imune comprometida podem ser frequentes e persistentes
(Grummer, 1995; Sheldon et al., 2001). Consequentemente, vacas em periodo de
transicdo sdo altamente susceptiveis a distlrbios metabolicos e doencas infecciosas que
afetam diretamente sua produtividade e bem-estar (Goff e Horst, 1997; Mallard et al.,
1998). Portanto, buscam-se estratégias de manejo que interajam com a fisiologia e o
metabolismo de vacas leiteiras e beneficiem a imunocompeténcia durante o periodo de
transicdo, a fim de reduzir a ocorréncias de problemas de salde nos animais, 0 que
satisfaz as necessidades de bem estar animal bem como favorece a rentabilidade dos
sistemas de pecudria leiteira (Overton e Waldron, 2004).

Omnigen-AF® (OMN) é um suplemento alimentar baseado principalmente em
compostos de leveduras e vitaminas do complexo B, que tem se mostrado um
estimulante as fungbes do sistema imunoldgico. A suplementacdo com OMN melhorou
parametros da imunidade inata de ovinos recebendo dexametasona (Wang et al., 2007) e
resposta leucocitaria de novilhas Holandesas saudaveis (Ryman et al., 2013). Wang et
al. (2009) suplementaram OMN a vacas Jersey durante o periodo de transicdo e
reportaram aumento do numero de leucdcitos totais e da expressdo de mRNA de
citocinas pro-inflamatérias nos animais suplementados. Associados a esses resultados
foi sugerido um aumento da atividade do sistema imune inato em resposta a

suplementacdo com OMN, embora os impactos no metabolismo, sanidade e produgéo
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de vacas leiteiras no periodo de transicdo em relacdo ao aditivo ainda precisem ser
investigados.

Desta forma a hipotese deste estudo foi que a suplementagdo com OMN para
vacas leiteiras estimularia a funcdo imunoldgica durante o periodo de transicao
resultando em aumento da producéo de leite. Para este fim, o presente estudo avaliou
pardmetros metabolicos (concentragdes plasmaticas de glicose, insulina, AGNE, IGF-1,
PC e ECC), produtivos (producdo diaria e porcentagem de solidos totais do leite) e de
salde (concentragdes plasmaticas de haptoglobina e cortisol durante o periodo de
transicdo, concentracdes plasmaticas de haptoglobina e TNF-a diante desafio com LPS
e avaliacdo da endometrite) de vacas leiteiras suplementadas ou ndo com OMN desde o0

periodo pré-parto até 46 dias em lactacéo.

2. MATERIAL E METODOS

Este experimento foi conduzido no Setor de Bovinocultura de Leite da Fazenda
Lageado da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, no campus de Botucatu, SP. Todas as técnicas e
préticas de manejo aplicadas aos animais utilizados neste experimento foram relatadas e
aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da FMVZ/UNESP (Protocolo n°
16/2015 — CEUA).

2.1.  Animais e Dietas

Trinta e oito vacas multiparas, prenhas, ndo-lactantes mesticas Holandés-Gir de
(média inicial + erro padréo) PC: 638 kg + 12kg e ECC: 3,33 £ 0,08 foram classificadas
de acordo com paridade, PC e ECC (Wildman et al., 1982) em ordem decrescente e
alternadamente designadas a receber (OMN; n=19) ou ndo (CON; n = 19) 56 g/vaca/dia

de Omnigen-AF®, composto por uma mistura ativa desidratada Saccharomyces
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cerevisiae, produto de fermentacdo desidratada de Trichoderma longibrachiatum,
niacina, vitamina B12, riboflvina-5-fosfato, d- pantotenato de célcio, cloreto de colina,
biotina, tiamina monoidratada, hidrocloreto de piroxidina, bisulfato de menidiona
dimetilpirimidinol, &cido folico, aluminiosilicato de sodio, terra diatomacea, carbonato
de célcio, casca de arroz e 6leo mineral — formulagdo completa ndo é de dominio
publico (Phibro Animal Health Corporation, Guarulhos, SP). Iniciou-se a
suplementacdo 35 dias antes da data esperada para pari¢cdo. Essa alocagdo dos animais
foi utilizada para garantir que os grupos tivessem paridade (OMN = 5,3 + 0,3 paridades;
CON =5,2 £ 0,3 paridades), PC e ECC (Tabela 1) similares no inicio do experimento.

Durante o periodo pré-parto as vacas eram mantidas em piquete sem pasto com
acesso ad libitum a silagem de milho (1,5 m de espaco linear de cocho por animal) e
agua. As vacas recebiam individualmente 3 kg de concentrado diariamente por meio de
sistema de canzil. A composicdo do concentrado (em matéria natural) era de 45,5% de
farelo de soja, 45,5% de milho moido e 9% de premix comercial pré-parto (Milk lonic,
M. Cassab Tecnologia Animal, Sdo Paulo, SP; composicdo: 25% Ca; 4,7% S; 4,5% Mg;
3,3% CI; 0,001% Se; 422.000 1U/kg de vitamina A; 21.200 IU/kg de vitamina D3 e
0,211% de vitamina E). Todas as vacas consumiam totalmente seu concentrado em no
maximo 30 minutos apos oferecimento.

Apos o parto as vacas foram alocadas em piquete adjacente sem pasto e tinham
acesso ad libitum a &gua e ao mineral para vacas lactantes (Milk MAC, M. Cassab
Tecnologia Animal, Sdo Paulo, SP; 22% Ca; 7,5% P, 6,5% Na; 1,0% K; 3,6% Mg;
2,0% S; 0,003% Co; 0,115% Cu; 0,004% I; 0,220% Mn; 0,003% Se; 0,400% Zn;
400.000 1U/kg de vitamina A; 100.000 1U/kg de vitamina D3; e 0,150% de vitamina E).
As vacas eram ordenhadas duas vezes por dia (6h00 e 17h00), divididas em dois lotes

aos quais eram oferecidos 35 kg de matéria natural de silagem de milho por vaca (1,5m
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de espaco linear de cocho por animal) e recebiam concentrado individualmente por
meio do sistema de canzis duas vezes ao dia imediatamente apds as ordenhas. A
composicdo do concentrado (em matéria natural) era de 40,5% de farelo de soja, 56,8%
de milho moido e 2,7% de mineral para vacas lactantes (composi¢cdo mencionada
anteriormente). A quantidade de concentrado oferecida era ajustada semanalmente
durante o periodo experimental usando o software de formulacdo Spartan Dairy Ration
Evaluator/Balancer (versdo 3.0; Michigan State University, East Lansing, MI, Estados
Unidos), que utiliza dados de DEL, PC, ECC, producdo e composicdo de leite (foi
considerado gordura a 3,5% e proteina a 3,2%). O concentrado oferecido durante 0s
primeiros trés dias da lactacdo foi ajustado utilizando-se as varidveis supracitadas e
estimando-se a producdo em 20 kg de leite/vaca/dia. Todas as vacas consumiam o
concentrado completamente em no maximo 30 minutos apos a oferta do alimento.

Antes e até 46 dias apos o parto, 0 OMN foi oferecido aos animais na quantia
(56 g/vaca/dia) recomendada pelo fabricante e utilizada em outros estudos (Wang et al.,
2009; Ryman et al., 2013), colocado sobre o concentrado matinal oferecido a cada vaca.
Amostras da silagem de milho e dos concentrados de pré-parto e de lactacdo foram
coletadas quinzenalmente, agrupadas em uma Unica amostra de forma homogénea e
enviadas para analise quimica e bromatoldgica por um laboratério comercial (3rlab,
Belo Horizonte, MG). Os célculos da Energia Metabolizavel (EM) e da Energia Liquida
de Lactagdo (EL. ) e de Mantenca (ELy) foram realizados utilizando as equacdes
propostas pelo NRC (2001). O contetdo de Matéria Seca (MS) foi de 38,4% na silagem
de milho, 90,1% no concentrado do pré-parto e 89% no concentrado do pos-parto.
Valores nutritivos, composicdo e perfil nutricional dos concentrados e da silagem de
milho oferecidos as vacas durante o periodo experimental estdo apresentados nas

Tabelas 2 e 3.
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2.2. Amostragem

As vacas foram monitoradas diariamente durante todo o periodo experimental
para a ocorréncia de enfermidades assim como mortalidade e morbidade (Lima et al.
2012) por um médico veterinario. Durante todo o periodo experimental as vacas eram
pesadas em balanca do tipo plataforma (Precision Balangas, Tupd, SP) e o ECC era
aferido de acordo com Wildman et al. (1982) por dois avaliadores ndo informados sobre
a distribuicdo das vacas nos tratamentos.

2.2.1. Pré-parto

O PC e 0 ECC foram programados para serem avaliados semanalmente (d -35, -
28, -21, -14, e -7) em relacdo a data prevista para a paricao.
As amostras de sangue foram programadas para serem coletadas a cada 5 dias,
comegcando no d-25 em relagdo a data prevista para o parto (d -25, -20, -15, -10, e -5) no
momento imediatamente anterior ao oferecimento do concentrado matinal (8h00). A
partir das datas de paricdo reais, as vacas dos grupos OMN e CON foram designadas
aos seus tratamentos e iniciaram-se os procedimentos experimentais 35,3 £ 2,3 e 32,1 +
2,2 dias, respectivamente, antes do parto. Os dias de avaliacdo do PC, do ECC e de
coleta de sangue foram aproximados para as datas pré-programadas mais proximas.

2.2.2. Pos-parto

As vacas foram avaliadas para o PC e ECC imediatamente ap0s a pari¢do (d0).
No primeiro dia ap6s o parto, PC e ECC foram reportados semanalmente, enquanto que
a producdo individual de leite foi aferida até 46 dias de lactacdo. Amostras de leite
foram coletadas diariamente de cada vaca durante a ordenha matinal (50 mL) e
analisadas para Contagem de Células Somaticas (CCS) através do metodo de citometria
de fluxo (AOAC, 1990) com aparelno Somacount 300 (Bentley Instruments Inc.;

Chaska, MN, Estados Unidos) e para sélidos totais usando espectrometria infravermelha
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(método 972.16; AOAC, 1999). As andlises foram realizadas por laboratério comercial
(Clinica do Leite; Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, SP). As amostras de sangue
foram coletadas diariamente do d0 ao 7 da lactacdo, em dias alternados do d9 ao d21 e a
cada cinco dias do d26 ao 46, imediatamente antes do oferecimento do concentrado
matinal (6h00).

2.3. Endometrite

Nos d30 e 46, as vacas foram avaliadas para endometrite através da técnica do
cytobrush (VWR CanLab, Mississauga, ON, Canada) de acordo com procedimentos
descritos por Dubuc et al. (2010). Os esfregacos para analise citoldgica foram
preparados através do rolamento do cytobrush numa lamina de microscopia limpa e
seca. As laminas foram imediatamente coradas pelo método Panético Réapido (Insta-
Prov; Newprov, Pinhais, PR, Brazil), e armazenadas em temperatura ambiente para
posterior anélise. Cada lamina foi analisada em microscépio 6tico sob aumento de 400
vezes para contagem diferencial de 100 células por um Gnico observador, como descrito
por Dubuc et al. (2010). Essas contagens diferenciais geraram resultados na forma de
porcentagens, que equivalem ao numero de células polimorfonucleadas (PMN) sobre
um total de 100 células contadas (PMN + células endometriais). A técnica do cytobrush
e a porcentagem de células PMN foram previamente utilizadas como indicadores de
endometrite em gado leiteiro (Dubuc et al., 2010; Madoz et al., 2014).

2.4. Desafio de LPS

Ao final do experimento, 9 vacas de cada grupo foram aleatoriamente
selecionadas para participar de um desafio com lipopolissacarideo (LPS). Essas vacas (n
= 18) continuaram a receber os tratamentos OMN ou CON durante o periodo do desafio

de LPS, enquanto as vacas néo selecionadas (n = 20) foram removidas do experimento.
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No d46, as vacas do grupo OMN selecionadas para o desafio de LPS tinham 578 + 17
kg de PC, 3,00 £ 0,13 de ECC, 5,1 £ 0,7 paricdes, 33,5 + 1,8 kg/d de producéo de leite e
36,8 + 1,8 kg/d de producédo de leite corrigido para 12% de sélidos totais. No d46, as
vacas do grupo CON selecionadas para o desafio de LPS apresentavam 575 * 19 kg de
PC, 3,16 £ 0,19 de ECC, 5,2 £ 0,7 paricOes; 31,3 = 1,3 kg/d de producdo de leite e 35,5
+ 1,0 kg/d de producdo de leite corrigido para 12% de sélidos totais. Esses valores séo
apresentados na Tabela 4.

No d48,7 £ 1,6 da lactacdo, as vacas selecionadas receberam uma infuséo
intravenosa com um bolus de LPS bacteriano dissolvido em 10mL de solugéo salina a
0,9% imediatamente antes da infusdo e administrado via seringas estéreis descartaveis
de 1ImL de acordo com o PC de cada vaca (0,25 pg/kg of BW, Escherichia coli
0111:B4, Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP). O PC utilizado para célculo da
dose de LPS foi obtido a partir da média entre os pesos cheios obtidos no d46 da
lactacdo e imediatamente antes a administracdo do LPS. A temperatura vaginal de cada
vaca foi monitorada durante o desafio de LPS a cada 10 minutos, desde 2h antes até
120h apds a infusdo, atraves de termdmetro coletor de dados (HOBO Water Temp Pro
V2, Onset Company, Bourne, MA, Estados Unidos). Cada termdmetro foi colado com
fita adesiva a um dispositivo intravaginal de liberacdo controlada de horménio (CIDR,
Zoetis, Sdo Paulo, SP), que ndo continha hormdnios. Um termdmetro coletor de dados
(HOBO Water Temp Pro V2, Onset Company, Bourne, MA, Estados Unidos) também
foi colocado, na sombra, no piquete no qual as vacas foram mantidas durante o desafio
de LPS, a fim de obter os dados de temperatura e umidade relativa do ambiente para o
calculo do indice de Temperatura e Umidade (ITU; Willard et al., 2003). Amostras de

sangue foram coletadas a cada hora nos momentos -2h a 8h a partir da infusdo, a cada
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12h nos momentos 12h a 72h a partir da infuséo e a cada 24h nos momentos 96h a 120h
a partir da infusdo de LPS.

2.5. Analises Laboratoriais

Todas as amostras de sangue foram obtidas da artéria ou veia coccigeas em
tubos de coleta de sangue comerciais (Vacutainer, 10 mL; Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ), centrifugados a 3000 x g a 4°C por 3 minutos para obtencdo do plasma. O
plasma foi transferido para microtubos do tipo eppendorf de 2mL e congelado a -20°C
até o momento da analise. As amostras coletadas durante o pré e pds-parto foram
analisadas para as concentracfes plasmaticas de glicose, AGNE, haptoglobina, IGF-1,
cortisol e insulina. As amostras coletadas durante o desafio de LPS foram analisadas
para as concentracfes plasmaticas de haptoglobina, e TNF-a. Todas as andlises
laboratoriais deste estudo foram realizadas em laboratério da Oregon State University
(Burns, OR, EUA).

2.5.1. Glicose

As concentracdes plasmaticas de glicose foram determinadas por meio de
espectrofotometria (espectrofotdmetro SpectraMax®) utilizando-se kit colorimétrico
comercial (Glucose Oxidase #G7521; Pointe Scientific, Inc., Canton, MI, Estados
Unidos), método validado por Trinder (1969). Os coeficientes de varia¢do (CV) foram
de 4,1% intraensaio e de 5,8% interensaio.

2.5.2. AGNE

As concentracdes plasméaticas de AGNE foram determinadas por meio de
espectrofotometria (espectrofotdmetro SpectraMax®) utilizando-se kit colorimétrico
comercial (HR Series NEFA — 2; Wako Pure Chemical Industries Ltd. USA, Richmond,
VA, Estados Unidos), método validado por Johnson e Peters (1993). Os CV foram de

6,1% intraensaio e de 9,8% interensaio.
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2.5.3. Haptoglobina
As concentragdes plasmaticas de haptoglobina foram determinadas por meio de
espectrofotometria (espectrofotdmetro SpectraMax®) utilizando-se ensaio colorimétrico
descrito e validado por Cooke e Arthington, 2013. Os CV foram de 2,5% intraensaio e

de 6,8% interensaio.

25.4. TNF-a
As concentracdes plasmaticas de TNF-o foram determinadas por meio de
espectrofotometria (espectrofotdmetro SpectraMax®) utilizando-se ELISA comercial
especial especifico para bovinos (RayBiotech, Inc., Norcross, GA, Estados Unidos). Os
CV foram de 2,6% intraensaio e de 0,9% interensaio.
2.5.5. Cortisol, Insulina e IGF-1
As concentragdes plasmaticas de cortisol, insulina e IGF-1 foram determinadas
por meio de enzimaimunoensaio quimioluminescente utilizando-se equipamento
automatizado (Immulite 1000; Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles,
CA, Estados Unidos). Este tipo de andlise foi utilizado previamente para dosagem de
cortisol (Phillips et al., 2010; Janien et al., 2016) , insulina (Ellig et al., 2016) e IGF-1
(Falkenberg et al., 2008) em amostras de plasma bovino e obteve aceitacdo de
periddicos relevantes. Os CV foram 4,6% intraensaio e 5,9% interensaio para cortisol,
3,6% intraensaio e 4,6%interensaio para insulina e a concentracéo plasmatica de IGF-1
foi avaliada em um Unico ensaio e teve CV intraensaio de 6,1%.

2.6. Andlise Estatistica

Dados binarios e quantitativos foram analisados, respectivamente com 0s
procedimentos MIXED e GLIMMIX do SAS (SAS Inst., Inc.; versdo 9.3), usando vaca

como unidade experimental e vaca(tratamento) como variavel aleatoria. Os dados
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binarios (porcentagem de tempo que as vacas tiveram temperatura vaginal > 39,1°C)
foram analisados com distribuicdo binomial e funcéo logit link.

O modelo estatistico usado para anélise de PC e ECC (iniciais, finais, ap6s o
parto e a diferenca — final subtraido o inicial) durante o experimento continha o efeito
de tratamento. O modelo estatistico usado para analise de PC e ECC semanais continha
os efeitos de tratamento, semana e a interagao resultante.

O modelo estatistico usado para anélise da producdo de leite diaria, ingestéo
diaria de concentrado, temperatura vaginal, resultados do cytobrush e parametros
plasmaéticos continha o feito de tratamento, dia (ou hora, no caso do desafio com LPS) e
a interagdo resultante. A producdo diaria de leite também foi avaliada de acordo com a
porcentagem de células PMN durante o experimento e este modelo continha os efeitos
de tratamento, classificacdo da porcentagem de células PMN (> 6% ou < 6% de células
PMN), dia e as interacdes resultantes. Além disso, a producdo de leite equivalente de
305 dias da lactacdo prévia de cada vaca foi incluida como covariavel para todas as
analises de producdo e composic¢do diarias de leite avaliadas neste estudo (Yasui et al.,
2014a, b).

O termo especifico para medidas repetidas foi semana para PC e ECC, hora para
variaveis do desafio com LPS e dia para as analises remanescentes, tendo
vaca(tratamento) como unidade experimental. A estrutura de covariancia utilizada para
todas as medidas repetidas foi de simetria composta, que se mostrou mais adequada
para essas analises segundo os critérios de Akaike.

Os resultados foram expressos ajustados covariavelmente aos quadrados
minimos e separados usando media dos quadrados minimos. A significancia foi

considerada quando P < 0,05 e tendéncias quando P > 0,05 e < 0,10. Os resultados
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foram relatados de acordo com efeitos de tratamento se ndo houve interacdo significante

ou de acordo com a maior ordem de interagéo detectada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foram observados casos de distocia, retencdo de placenta, mastite clinica,
morbidade ou mortalidade durante o experimento.

A concentracdo plasmatica de alguns marcadores foi utilizada neste estudo com
0 objetivo de avaliar aspectos da fisiologia, metabolismo e sistema imune de vacas
leiteiras durante o periodo de transicdo. Os resultados e a discussdo serdo apresentados
na forma de itens referentes a estes aspectos.

Revisdo sobre a fisiologia e 0 metabolismo da vaca leiteira periparturiente que
justificam a escolha e uso destes marcadores para este estudo pode ser encontradas no
Capitulo 1

3.1. Balanco Energético e Status Nutricional

O PC, ECC e as concentracfes plasmaticas de glicose, insulina, AGNE e IGF-1
foram os parametros utilizados neste estudo para a avaliagdo do balanco energético e do
status nutricional.

N&o foram detectadas interacdes entre tratamento x dia ou tratamento x semana
(P > 0,36) para PC, ECC e para parametros plasmaticos (glicose, insulina, AGNE, IGF-
1) durante os periodos pré e pés-parto. Ndo foi detectado efeito significativo de
tratamento para os parametros de PC (P > 0,15) e ECC (P > 0,55) acerca da pari¢éo ou
em todo o periodo experimental (Tabela 1). Também n&o foi detectado efeito de
tratamento (P > 0,17) para as concentragdes plasmaticas de glicose, insulina, AGNE,

IGF-1 (Tabela 5).
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Houve, no entanto, efeito significativo de dia (P < 0,01), para todos os
parametros supracitados, exceto insulina, demonstrando que as vacas utilizadas neste
experimento passaram pelas mudangas metabdlicas e fisioldgicas associadas com o
parto e inicio da lactagdo (Vazquez-Afion et al., 1994; Jorritsma et al., 2003; Leiva et
al., 2015). As mudancas de PC, ECC e nas concentracdes plasmaticas de glicose,
AGNE, IGF-1, estdo apresentadas nas Figuras 1 e 2.

A literatura disponivel sobre suplementacdo de OMN para vacas leiteiras €
escassa e ndo ha estudos que avaliaram os efeitos deste suplemento sobre PC, ECC e
concentracdes plasmaticas dos marcadores nutricionais (glicose, insulina, AGNE, IGF-
1) de vacas leiteiras durante o periodo de transi¢cdo. Porém, estes resultados sugerem
que o tratamento com OMN ndo causou efeitos sobre os desafios metabdlicos e
nutricionais gerados pelo parto e inicio da lactacdo avaliados neste estudo.

3.2.Producéo e Constituintes do Leite

A producdo de leite equivalente a 305 dias da lactacdo anterior ndo foi uma
covariavel significativa para producéo diaria de leite (P = 0,37) ou para constituintes (P
> 0,51) no presente experimento e, portanto, foi retirada dos modelos estatisticos.

Vacas recebendo a dieta OMN tiveram maior (P = 0,02) producdo de leite
qguando compradas com as vacas CON (Tabela 6). Ndo foi observada diferenca
significativa para concentracdo de solidos totais e CCS, embora as vacas do grupo
OMN tenham apresentado uma tendéncia (P = 0,07) em maior producdo de leite
corrigido para solidos totais a 12%, quando comparadas com as companheiras do grupo
CON (Tabela 6).

Esperava-se também analisar estas amostras de leite para as porcentagens de

gordura e proteina via espectrometria infravermelha (método 972.16; AOAC, 1999),
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porém, problemas técnicos com os ensaios geraram resultados invalidos para uso no
estudo.

Aparentemente, ndo ha estudos que avaliaram a produgdo de leite de vacas
leiteiras suplementadas com OMN durante o periodo de transicdo. A auséncia de
interacdo tratamento x dia (P = 0,99) para producdo de leite indica que as vacas do
grupo OMN produziam mais leite desde o inicio da lactacdo (a partir do d0) e essa
diferenga persistiu até 46 DEL (Figura 4), sugerindo que os beneficios da
suplementacdo de OMN poderiam estar relacionados com a suplementacdo tanto
durante o p6s como durante o pré-parto.

E importante ressaltar que a producio de leite é influenciada pela ingestdo de
alimento (NRC, 2001), dado que ndo foi plenamente avaliado neste estudo. Apesar de a
ingestdo de forragem ndo ter sido mensurada, a silagem de milho foi oferecida
diariamente aos animais na mesma quantidade. O concentrado foi oferecido igualmente
aos grupos OMN e CON durante o pré-parto, e no pés-parto, a ingestdo de concentrado
foi semelhante (P = 0,37) entre os tratamentos (7,6 vs. 8,0 kg/d de matéria natural para
vacas dos grupos CON e OMN, respectivamente; EPM = 0,35). Além disso, as
concentracOes plasmaticas de glicose, AGNE, insulina e IGF-1, tipicos marcadores da
ingestdo de alimento em gado de leite (Butler, 2003), ndo apresentaram diferencas
significativas entre as vacas dos grupos OMN e CON (Tabela 5), sugerindo que as
vacas de ambos os grupos tiveram ingestdo de alimento semelhante durante o periodo
experimental.

Em estudo recente de nosso grupo de pesquisa, ao suplementar vacas leiteiras
submetidas a estresse termico com OMN, foi constatado aumento na ingestdo de
matéria seca no grupo de animais suplementados comparado ao grupo controle (Leiva et

al., dados ndo publicados). Isto sugere que a suplementacdo com OMN tenha efeito
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sobre a ingestéo, o que pode ter ocorrido no presente estudo e colaboraria na explicacéo
da maior producdo de leite observada em vacas suplementadas com OMN. Embora
também seja importante ressaltar que no estudo de Leiva et al. (dados ndo publicados)
foram utilizados animais em meio de lactacdo, que apresentam regime de ingestdo
alimentar bastante diferente de vacas durante o periparto (Grummer, 1995). Mais
estudos sdo necessarios para avaliar o real efeito da suplementagdo com OMN sobre a
ingestdo de matéria seca de vacas leiteiras em diferentes fases da lactacéo e sua possivel
interacdo com o sistema imunoldgico e as reacdes de estresse.

Baseando-se, portanto, de forma isolada nos resultados do presente experimento,
eles nos permitem sugerir que os efeitos da suplementacdo com OMN na produgéo de
leite de vacas leiteiras durante o periodo de transicdo foram independentes de fatores
nutricionais, pois a composi¢édo da dieta oferecida aos grupos OMN e CON era idéntica,
com excecdo da adicdo de OMN, e ndo ha evidéncias neste experimento de que a
ingestdo de alimento tenha diferido entre as vacas dos grupos OMN ou CON.

3.3. Estresse e Resposta de Fase Aguda

Para avaliagdo do estresse e da RFA neste estudo foram utilizadas as
concentracOes plasmaticas de cortisol e haptoglobina, respectivamente.

Né&o foram detectados efeitos de tratamento (P > 0,62) ou interacéo tratamento x
dia (P > 0,36) para as concentracGes plasmaticas de cortisol e haptoglobina (Tabela 5),
mas foi detectado efeito significativo de dia (P < 0,01) para ambas as variaveis (Figura
3). Associando-se a auséncia de efeito significativo de tratamento, de interagdo
tratamento x dia e o efeito significativo de dia na analise estatistica das concentragdes
plasmaticas de cortisol e haptoglobina, sugere-se que as vacas dos dois tratamentos
experimentaram as reacdes corticoesteroides e de fase aguda semelhantes. Essas rea¢des

ocorrem durante o periodo de transicdo, pois tém origem no estresse, em traumas, lesdes

82



e na inflamacédo associados ao parto e inicio da lactagdo (Hudson et al., 1976; Trevisi e
Bertoni, 2008; Cray et al., 2009).

Outros autores (Wang et al., 2007; Wang et al., 2009; Ryman et al., 2013)
relataram o efeito de OMN em componentes celulares da resposta imune inata. Wang et
al. (2007) ao avaliarem os efeitos da suplementacdo OMN em ovelhas, observaram
elevada expressdo de L-selectina e IL-1B em neutrofilos de animais suplementados,
especialmente se estes estivessem imunossuprimidos ou expostos a patdgenos. Wang et
al. (2009) observaram mudanca na expressdao de genes de leucdcitos associados a
sinalizacdo, apoptose, e sensibilidade destas células em vacas leiteiras suplementadas
com OMN. Ryman et al. (2013) avaliaram sintese de radicais livres e fagocitose de
neutréfilos de novilhas leiteiras expostos a E. coli e relataram atividade mais elevada
nas células provenientes de novilhas suplementadas com OMN.

Baseando-se nestes relatos hipotetizou-se que a suplementacdo com OMN, ao
modular a resposta celular do sistema imune inato, pudesse também ter efeito na reagdo
de fase aguda experenciada por vacas leiteiras durante o periodo de transi¢do, o que
refletiria em diferencas nas concentracdes plasmaticas de haptoglobina e cortisol.

Ndo foram observadas, porém, diferencas significativas nas concentragdes
plasmaéticas de cortisol e haptoglobina entre os grupos OMN e CON. Isto sugere que 0s
potenciais beneficios gerados pelo tratamento OMN aos pardmetros de imunidade
celular relatados por outros autores (Wang et al., 2007; Wang et al., 2009; Ryman et al.,
2013) nao influenciaram as reagdes nuroenddcrinas e de fase aguda desencadeadas pelo
parto e inicio da lactacéo neste estudo.

3.4. Endometrite
Vacas recebendo a dieta OMN apresentaram porcentagem significativamente

maior (P = 0,04) de células PMN na populacdo celular do endométrio quando
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comparadas com as vacas do grupo CON (12,2 vs. 3,9%, para OMN e CON
respectivamente; EPM = 2,9).

Na literatura, (Kasimanickam et al., 2004; Dubuc et al., 2010) interpreta-se uma
porcentagem elevada de PMN no endométrio como endometrite subclinica ou
citologica, dado negativamente associado a indices reprodutivos, producdo de leite e
positivamente associado a elevacdo nas concentragdes plasmaticas de haptoglobina
(Burke et al., 2010). Neste experimento, entretanto, as vacas do grupo OMN
apresentaram maior producdo de leite e concentragcdes plasmaticas similares de
haptoglobina quando comparadas com as vacas do grupo CON, quadro que ndo condiz
com animais apresentado maior incidéncia de endometrite.

Dentre as fungbes da reacdo inflamatoria estdo a identificacdo das ameacas ao
organismo hospedeiro na forma de padrdes moleculares associados a patogenos e a
danos (PAMP e DAMP), presentes no sitio da inflamag&o, e a subsequente migracéo de
leucdcitos para este sitio — vide Capitulo 1, item 4. Esses eventos visam eliminar o
potencial patdgeno e reestabelecer a homeostase.

Um dos beneficios atribuidos & suplementagdo com OMN para a fungdo imune
inata de ruminantes, seria sobre a capacidade dos leucdcitos de migrar para estes
possiveis sitios inflamatérios, por meio do aumento da expressao de mRNA para L-
selectina, relatado por Wang et al. (2007) e Ryman et al. (2013). A L-selectina é uma
molécula presente na membrana de leucdcitos que possibilita a adesdo dessas células
aos capilares sanguineos e posterior migracéo para os tecidos nos quais foram detectada
a presenca de potenciais patdgenos, para que ocorra entdo a fagocitose e eliminacdo da
ameaca (Abbas e Lichtman, 2007).

Hipotetizou-se, entdo, que a maior infiltracdo neutrofilica observada no

endometrio de vacas do grupo OMN - representada pela maior porcentagem de células
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PMN — poderia ser um sinal ndo necessariamente negativo, mas indicador de uma
reacdo inflamatoria mais intensa, associada, na verdade, a uma melhor competéncia do
sistema imune, ao invés de indicar simplesmente a ocorréncia ou ndo de endometrite,
pois as vacas do grupo OMN néo apresentavam queda na producao de leite ou elevagéo
das concentracdes plasmaticas de haptoglobina em relacdo as vacas do grupo CON,
fatores previamente associados com a ocorréncia da doenca (Burke et al., 2010).

Com o objetivo de suportar esta teoria, foi feita uma analise mais detalhada da
porcentagem de células PMN em relacéo a producéo de leite dos animais. Para isto, foi
calculada uma média das porcentagens de células PMN obtidas nos d30 e 46 para cada
animal, e, a partir desta média, as vacas foram subdivididas em quatro grupos: 1) vacas
do grupo OMN com porcentagem de células PMN menor que 6% (OMN + PMN <
6%); 2) vacas do grupo OMN com porcentagem de células PMN maior ou igual a 6%
(OMN + PMN > 6%); 3) vacas do grupo CON com porcentagem de células PMN
menor que 6% (CON + PMN < 6%); 2) vacas do grupo CON com porcentagem de
células PMN maior ou igual a 6% (CON + PMN > 6%). A porcentagem de 6% de
células PMN no endométrio como limiar para a endometrite citolégica foi utilizada
anteriormente (Dubuc et al., 2010; Burke et al. 2010).

O desempenho destes quatro grupos de vacas foi entdo avaliado por meio da
producdo de leite durante os 46 primeiros dias de lactacdo. A producgéo de leite foi 0
parametro escolhido, pois ha estudos que relacionam sua diminuicdo com endometrite
(Burke et al. 2010), além disso, considerando-se a pecudria leiteira, é, sem davida, a
principal fonte de retorno econémico para atividade.

Uma interacdo significativa (P = 0,04) entre tratamento x grupo PMN x dia foi
detectada para producdo de leite (Figura 5). A partir de 14 DEL, o grupo CON + PMN >

6% foi o0 Unico dentre 0s quatro cujas vacas apresentaram menor producéo de leite (P =
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0,05) quando comparadas com o0s outros trés grupos (producdo média de leite de 14 a 46
DEL = 25,7 kg/d; 29,9 kg/d; 31,4 kg/d e 32,1 kg/d, CON + PMN > 6%, CON + PMN <
6%; OMN + PMN > 6%; OMN + PMN < 6%, respectivamente; EPM = 1,5, resultados
apresentados na Tabela 7). Além disso, a producdo de leite das vacas do grupo CON +
PMN < 6% foi semelhante (P > 0,21) quando comparada as producdes dos grupos
OMN + PMN < 6% ¢ OMN + > 6%. Esses resultados indicam que, de alguma forma, a
suplementacdo com OMN teve efeito sobre a relagéo entre a endometrite e a produgéo
de leite, pois as vacas recebendo o aditivo na dieta ndo apresentaram queda na produgéo
leiteira quando houve aumento das porcentagens de PMN no endométrio, ao contrario
do que foi observado em animais do grupo CON e relatado em outros estudos que
avaliaram producéo leiteira e porcentagens de PMN endometrial (Lewis, 1997; Sheldon
e Dobson, 2004).

Esta hipGtese tem suas limitagfes, pois ndo foram avaliados neste trabalho
outros dados, como por exemplo, pesquisa da carga bacteriana no Utero, os préprios
marcadores leucocitérios avaliados em outros estudos, como a L-selectina (Wang et al.,
2007; Ryman et al., 2013) ou mesmo indices reprodutivos destes animais, que poderiam
colaborar para a interpretacdo mais conclusiva das maiores porcentagens de PMN no
endométrio de vacas suplementadas com OMN. Porém, os resultados obtidos e
apresentados sdo relevantes na avaliacdo da eficiéncia do suplemento com um
imunomodulador para vacas leiteiras durante o periodo de transicao e permitem concluir
que seu efeito foi positivo sobre producéo leiteira e ha indicios que, da mesma forma,
sobre a resposta imunoldgica uterina.

3.5.Desafio com LPS
Diante de um estimulo patogénico como o desafio com LPS, o sistema imune

inato estimula diversas reacfes para controlar ou eliminar o agente causador da infeccéo
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(Abbas and Lichtman, 2007). Estas reacGes incluem a sintese de citocinas pro-
inflamatorias como o TNF-a, proveniente dos leucdcitos, o subsequente aumento na
temperatura corporal e a sintese de proteinas de fase aguda, como a haptoglobina
(Carroll e Forsberg, 2007).

Conformemente, efeitos significativos de tempo (P < 0,01) foram detectados
para concentracdes plasmaticas de TNF-a e haptoglobina (Hp) e para a temperatura
vaginal durante o desafio com LPS (Figura 6). Isto indica que a administracdo de LPS
foi adequada e provocou elevacao nas concentracdes plasmaticas de Hp € TNF- a, bem
como na temperatura corpérea dos animais, como é esperado durante este procedimento
(Carroll e Forsberg, 2007), e semelhante ao que foi relatado por outros autores que
utilizaram a mesma técnica experimental (Carroll et al., 2009; Rodrigues et al., 2015).

Além disso, uma interacdo tratamento x hora foi detectada (P = 0,03) na qual a
concentracdo plasmatica de TNF-a foi significativamente mais elevada (P < 0,04) para
vacas do grupo OMN nos momentos 1h, 2h e 3h em relacdo a administracdo do LPS
(Figura 6).

Efeito de tratamento foi detectado para concentracdo plasmatica de Hp, que foi
significativamente mais elevada (P = 0,04) para as vacas do grupo OMN (212 pg/mL
vs. 94 ug/mL, para OMN e CON respectivamente; EPM = 38). Essa elevacdo foi
detectada no periodo de 36 a 72h apos a infusdo de LPS (Figura 6).

As concentragdes plasmaticas mais elevadas de TNF-a e Hp observadas para as
vacas do grupo OMN sugerem uma resposta inflamatoria mais intensa em relagéo
aquela observada nos animais do grupo CON. O conceito de “resposta inflamatoria mais
intensa” pode, de maneira equivocada, ser exclusivamente associado a um resultado
negativo, a ideia de doenca com quadro clinico mais grave. Esta € uma interpretacdo

que exige algumas consideragOes e certa cautela, pois os mecanismos envolvidos no
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desencadeamento de uma reagdo inflamatdria e a maneira como eles interagem e
modulam a resposta imune inata como um todo sdo bastante complexos.

Primeiramente é preciso considerar que as concentrages plasmaticas de TNF-a,
e Hp foram mais elevadas para o grupo OMN apenas por um periodo, de 1 a 3h apdés a
infusdo para TNF-a e de 36 a 72h para a Hp, e que apos estes periodos os dois
pardmetros voltam a apresentar concentracfes semelhantes aquelas observadas antes da
infusdo em ambos 0s grupos, indicando o retorno ao status inicial, prévio a aplicagéo do
LPS. Considerando-se que o desafio com LPS simula a reacdo inflamatoria que seria
desencadeada por uma infeccdo por bactérias gram-negativas, as concentracdes
plasméaticas mais elevadas, primeiramente, de TNF-o e subsequentemente, de Hp
observadas em vacas do grupo OMN sugerem uma melhor capacidade de resposta
imune inata dos animais suplementados frente a uma possivel infec¢do bacteriana.

Esta teoria foi elaborada com base em conceitos descritos e discutidos no
Capitulo 1 (vide item 4), principalmente nas funcdes da Hp relacionadas a modulagdo
da resposta inflamatdria e controle do crescimento bacteriano (Ceciliani et al., 2012).

Ademais, é preciso considerar outros estudos realizados com este suplemento
nos quais foi utilizado o desafio com LPS. Burdick et al. (2012) relataram maiores
contagem de leucdcitos e linfocitos em novilhas de corte suplementadas com OMN
apo6s infusdo de LPS. Burdick Sanchez et al. (2014) relataram elevacdo das
concentragOes plasmaticas de TNF-a e IFN-y em bovinos de corte suplementados com
OMN e desafiados com LPS. Esses resultados concordam com os que foram relatados
neste estudo e com os beneficios ao sistema imune atribuidos a suplementagédo com
OMN descritos por outros autores (Wang et al., 2007; Wang et al., 2009; Ryman et al.,

2013).

88



Assim, formulou-se que a suplementacdo com OMN para vacas leiteiras durante
o0 periodo de transicdo teve efeito nas concentragdes plasmaticas de TNF-a e Hp durante
desafio com LPS, o que foi interpretado como indicativo de uma resposta imune inata

mais eficaz.

3.5.1. Temperatura Vaginal durante o Desafio com LPS

Como mencionado anteriormente, a temperatura vaginal aumentou (P < 0,01)
para vacas de ambos o0s tratamentos apds a administracdo do LPS (Figura 6), mas ndo
foram detectadas diferencas (P = 0,29) entre as médias dos tratamentos.

Embora a interacdo tratamento x hora néo tenha sido significativa (P = 0,59)
vacas do grupo OMN tiveram menor (P < 0,05) temperatura vaginal de 1,5h a 3,5h ap6s
a infusdo do LPS (Figura 6), quando se espera que a temperatura corporal se eleve
acentuadamente em resposta a infusdo de LPS (Carroll et al., 2009; Rodrigues et al.,
2015). Esses resultados ndo sdo coerentes com as diferengas de tratamento nas
concentracdes plasmaticas de TNF-a e Hp, pois animais do grupo OMN apresentaram
concentra¢fes mais elevadas de TNF-a e Hp e a temperatura corporal € estimulada a
elevar-se pela a influéncia de citocinas pro-inflamatérias e pela subsequente resposta de
fase aguda (Carroll and Forsberg, 2007), logo, esperava-se que as vacas do grupo OMN
apresentassem temperatura vaginal mais elevada que as do grupo CON.

Similarmente, Burdick et al. (2012) e Burdick Sanchez et al. (2014) também
reportaram menor temperatura corporea de bovinos recebendo desafio de LPS e
suplementados com OMN quando comparadas com companheiros ndo suplementados,
embora esses estudos tenham, da mesma forma que este trabalho, obtido evidéncias da

ocorréncia de uma reposta inflamatoria mais intensa em animais do grupo OMN.
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Na verdade, ha relatos de que a suplementagcdo com OMN tenha papel na
termorregulacdo. Hall et al. (2014) observaram menor frequéncia respiratoria, maior
consumo de alimento, maior porcentagem de gordura no leite e menor CCS no leite de
vacas suplementadas com OMN e submetidas a estresse térmico, quando comparadas
com os animais do grupo CON. Esse papel na termorregulacdo ajudaria a compreender
a reduzida temperatura vaginal das vacas do grupo OMN quando comprada com suas
companheiras do grupo CON apds a administracdo do LPS.

Dado que a temperatura corporal retorna aos niveis basais 12h apds
administracdo de LPS (Reuter et al., 2008; Carroll et al., 2009; Rodrigues et al., 2015),
o Indice de Temperatura e Umidade (ITU) e a temperatura vaginal coletados neste
experimento a partir de 24 até 120h apds a infusdo de LPS foram utilizados para
enderecar esta teoria. A classificacdo para estresse térmico foi determinada como
animais com temperatura vaginal > 39,1°C (Vasconcelos et al., 2011) durante periodos
em que o ITU foi > 68 (Zimbleman et al., 2009).

Durante o periodo do desafio de LPS as vacas de ambos os grupos foram
expostas a ITU > 68 por 56,3 horas, durante as quais vacas do grupo OMN passaram
menos (P = 0,05) tempo com temperatura vaginal > 39,1°C quando comparadas com
suas companheiras do grupo CON (10,1 vs. 20,2 h, para vacs do gupo OMN e CON,
respectivamente; EPM = 3,5). Foram detectadas tendéncias do efeito de tratamento (P <
0,09) na temperatura vaginal média (38,84 vs. 39,10 °C para vacas dos grupos OMN e
CON, respectivamente; EPM = 0,11) e na porcentagem de tempo durante o qual a
temperatura vaginal foi inferior ou igual a 39,1°C (18,3 vs. 36,7 % para vacas dos
grupos OMN e CON, respectivamente; EPM = 8,0) quando o ITU foi > 68. Vale
pontuar que durante o desafio de LPS todos os animais foram alojados em piquetes com

livre acesso a sombra, agua e silagem de milho e que as condigdes de estresse térmico
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ndo foram induzidas ou manipuladas, mas sim ocorreram naturalmente devido ao clima
loca.

Associados, esses resultados sugerem que a suplementagdo com OMN possa ter
papel na termorregulacdo de vacas leiterias lactantes sobre estresse térmico, o que
justificaria as diferencas entre tratamentos apds 4h da infusdo de LPS. Ainda assim, este
experimento ndo foi delineado para devidamente avaliar essas varidveis e mais estudos

sd0 necessarios para elucidar o potencial termorregulatério do suplemento.

4. CONCLUSAO

Em conclusdo, a suplementacdo com OMN para vacas leiteiras em periodo de
transicdo ndo teve influéncia sobre as respostas metabdlicas e imunoldgicas
desencadeadas pelo parto e inicio da lactagdo, mas aumentou significativamente a
producdo de leite, a porcentagem de células PMN no endométrio e as concentragdes
plasmaéticas de TNF-a e Hp diante do desafio com LPS.

Além disso, ha evidéncias de que a suplementacdo com OMN apresente efeito
na termorregulacdo de vacas leiteiras sob condi¢cdes de estresse térmico, embora mais
pesquisas sejam necessarias para que esta teoria seja confirmada.

Mais estudos também sdo necessarios para avaliar outros efeitos da
suplementacdo de OMN na saude, reproducdo e parametros produtivos de vacas leiteiras
em diferentes condi¢des de manejo, como vacas Holandesas puras em sistema de dieta
total, por exemplo.

N&o obstante, este experimento trouxe dados relevantes sobre os efeitos da
suplementacdo de OMN para vacas leiteiras durante o periodo de transicdo. O estudo

também levantou importantes questfes para pesquisa futura, como, por exemplo, a
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interacdo de metabolismo e sistema imune e o esclarecimento dos mecanismos de acdo
deste aditivo nutricional, pontos de discusséo que ainda carecem esclarecimentos.

Por fim, o estudo mostrou que a suplementacdo com OMN para vacas leiteiras
durante o periodo de transicdo parece ser uma estratégia vélida para melhora da

produtividade de sistemas de producdo de leite.
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TABELAS

Tabela 1. Peso Corporal e Escore de Condicdo Corporal de vacas leiteiras
suplementadas com Omnigen-AF (OMN; n = 19) ou ndo (CON; n = 19) antes e 46 dias
ap6s o parto.?

Item OMN CON EPM Valorde P

Peso Corporal, kg

PC inicial (d -35), kg 656 628 18 0,25
PC apds o parto (d 0), kg 632 598 20 0,22
Diferenca de PC (d -35 a 0), kg -25 -29 11 0,81

PC final (d 46), kg 578 570 14 0,71
Diferenca de PC (d 0 a 46), kg -52 -27 12 0,15

Escore de Condic&o Corporal

ECC inical (d -35) 3,39 3,29 0,14 0,62
ECC ap6s o parto (d 0) 3,19 3,15 0,12 0,81
Diferenca de ECC (d -35a0) -0,19 -0,15 0,09 0,94
ECC final (d 46) 3,00 3,00 0,09 0,99
Diferenca de ECC(d 0O to 46) -0,19 -0,14 0,07 0,55

'Baseado nas datas reais do parto vacas dos grupos OMN ou CON comegaram receber 0s
tratamentos 35,3 £ 2,3 e 32,1 + 2,2 dias antes do parto, respectivamente. Omnigen-AF® (56
g/vaca/dia; Phibro Animal Health, Teaneck, NJ, Estados Unidos) foi oferecido sobre o
concentrado matinal de cada vaca do grupo OMN.

?Antes do parto, PC e escore de condigdo corporal foram avaliados semanalmente (d -35, -28, -
21, -14, e -7) antes do oferecimento do concentrado matinal (0800h). De acorodo com as datas
reais do parto PC e escore de condicdo corporal foram aproximados para a data programada
mais proxima. Apoés o parto, PC e escore de condicdo corporal foram reportados semanalmente
até d 46 da lactacdo. Os valores estdo apresentados como Média dos Quadrados Minimos, de
acordo com 0 os principais efeitos de tratamento, dado que n&o foi detectada interacdo
tratamento x dia (P > 0,72).

De acordo com Wildman et al. (1982), e avaliados por dois técnicos que desconheciam a
distribuicdo das vacas nos tratamentos.
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Tabela 2. Composicao e perfil nutricional do concentrado oferecido as vacas leiteiras
durante o pré-parto e inicio da lactagéo.

Item Pré-parto’ Lactacio”

Matéria Seca (%) 90,1 89,0

Composic¢ao (% em matéria seca)

Milho Moido 45,5 56,8
Farelo de Soja 45,5 40,5

Premix mineral do Pré—parto3 9,0 0,0
Premix minenral de vacas lactantes” 0,0 2,7

Perfil Nutricional (% em matéria seca)

FDN (%) 12,0 13,0
CNF (%) 58,0 58,0
EM (Mcal/kg) 2,76 2,99
EL, (Mcal/kg) 1,80 1,92
ELyv (Mcal/kg) 1,91 2,04
PB (%) 24,2 23,1

! Durante o pré-parto as vacas recebiam slagem de milho ad libitum e eram oferecidas
diariamente 3kg/vaca (em matéria natural) do concentrado de pré-parto. Baseado na data real da
paricdo as vacas receberam a dieta pré-parto por 33,7 + 1,5 d.

2Apbs o parto as vacas recebiam diariamente 35 kg/vaca de silagem de milho (em matéria
natural) e eram oferecidas o concentrado de vacas lactantes por 46 dias. A oferta de concentrado
era ajustada semanalmente utilizando o software de formulacdo Spartan Dairy Ration
Evaluator/Balancer (versdo 3.0; Michigan State University, East Lansing, MI, Estados Unidos),
levando em consideracdo dias em leite, PC, escore de condic¢do corporal, producéo de leite e
porcentagens de gordura e proteina no leite fixadas em 3,5% e 3,2%, respectivamente.

% Contendo 25% Ca; 4,7% S; 4,5% Mg; 3,3% CI; 0,001% Se; 422.000 1U/kg de vitamina A,
21.200 1U/kg de vitamina D3,e 0,211% de vitamina E (Milk lonic, M. Cassab Tecnologia
Animal, S&o Paulo,SP).

* Contendo 22% Ca; 7,5% P; 6,5% Na; 1,0% K; 3,6% Mg; 2,0% S; 0,003% Co; 0,115% Cu;
0,004% 1; 0,220% Mn; 0,003% Se; 0,400% Zn; 400.000 1U/kg de vitamina A; 100.000 1U/kg de
vitamina D3; e 0,150% de vitamina E (Milk MAC, M. Cassab Tecnologia Animal,Sdo Paulo,
SP).
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Tabela 3. Perfil nutricional da silagem de milho oferecida as vacas leiteiras durante o
pré-parto e inicio da lactagao.

Item Silagem de Milho

Matéria Seca (%) 38,4

Perfil Nutricional (% em matéria seca)

FDN (%) 53,0
CNF (%) 33,0
EM (Mcal/kg) 2,24
EL. (Mcal/kg) 1,39
ELw (Mcal/kg) 2,39
PB (%) 8,1

! Durante o pré-parto as vacas recebiam silagem de milho ad libitum e durante o pés-parto as
vacas recebiam 35kg de matéria natural de silagem de milho por dia. A silagem de milho
oferecida as vacas durante o pré e pds-parto era a mesma.
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Tabela 4. Dados de PC, ECC, nimero de pari¢des, producédo de leite e producéo de leite
corrigida para sélidos totais a 12% das vacas dos grupos OMN (n =9) e CON (n = 9)
selecionadas para realizag&o do desafio com LPS no d46.

Item OMN COM
PC (ko) 578 + 17 575+ 19
ECC (1 a5) 3,00+£0,13 3,16+0,19
Paricdes 51+0,7 52+0,7
Producdo de leite (kg/d) 335+1,8 31,3+1,3
Producdo de leite corrigida para ST a 12%(kg/d) 36,8 +1,8 355+1,0

103



Tabela 5. Pardmetros séricos de vacas leiteiras suplementas (OMN; n = 19) ou nédo
(CON; n = 19) com Omnigen-AF® antes e 46 dias ap6s o parto.™?

Item OMN CON EPM Valor de P
Cortisol, ng/mL 10,9 10,3 0,82 0,62
Glicose, mg/dL 55,6 56,4 0,97 0,56
Haptoglobina, pg/mL 256 226 44 0,64
IGF-1, ng/mL 56,9 68,3 58 0,17
Insulina, pmol/I 3,82 0,83 2,01 0,30
AGNE, uEq/L 0,421 0,369 0,036 0,31

'Baseado nas datas reais do parto vacas dos grupos OMN ou CON comegaram receber 0s
tratamentos 35,3 £ 2,3 e 32,1 = 2,2 dias antes do parto, respectivamente. Omnigen-AF® (56
g/vaca/dia; Phibro Animal Health, Teaneck, NJ, Estados Unidos) foi oferecido sobre o
concentrado matinal de cada vaca do grupo OMN

Antes do parto as amostras de sangue eram programadas para serem coletas a cada 5 dias,
iniciando no d-25 em relacdo a data esperada para o parto (d -25, -20, -15, -10, and -5), as
coletas eram realizadas imediatamente antes ao oferecimento do concentrado matinal (0800h).
De acordo com as datas reais do parto as coletas realizadas foram aproximadas para a data
programada mais proxima. Ap6s o parto amostras de sangue foram coletadas diariamente do dO
ao d7 da lactacdo, em dias alternados do d9 ao d21 e a cada 5 dias do d26 ao d46 da lactacéo,
imediatamente antes ao oferecimento do concentrado matinal (0600h). Os valores estdo
apresentados como Média dos Quadrados Minimos, de acordo com o os principais efeitos de
tratamento, dado que n&o foi detectada interacéo tratamento x dia (P > 0,36).
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Tabela 6. Parametros de producdo de leite de vacas leiteiras suplementadas (OMN; n =
19) ou ndo (CON:; n = 19) com Omnigen-AF® antes e 46 dias ap6s o parto. 12

Item OMN CON EPM  Valorde P
Producdo de Leite, kg/d 30,3 27,1 0,9 0,02
Sélidos Totais do Leite, % 14,4 15,0 0,3 0,12
Leite corrigido para solidos totais a 12%, kg/d 36,1 33,3 1,2 0,07
CCS, células/ml 326 450 114 0,45

'Baseado nas datas reais do parto vacas dos grupos OMN ou CON comecaram receber 0s
tratamentos 35,3 £ 2,3 e 32,1 = 2,2 dias antes do parto, respectivamente. Omnigen-AF® (56
g/vaca/dia; Phibro Animal Health, Teaneck, NJ, Estados Unidos) foi oferecido sobre o
concentrado matinal de cada vaca do grupo OMN.

2A produgdo de leite individual foi aferida diariamente até 46 dias de lactacdo. Amostras de leite
foram coletadas diariamente de cada vaca durante ambas as ordenhas e combinadas em uma
Gnica amostra diaria (50mL proveniente de cada ordenha) as quais foram analisadas para CCS
por meio de citometria de fluxo (AOAC, 1990) com o equipamento Somacount 300 (Bentley
Instruments Inc.; Chaska, MN, Estados Unidos) e para porcentagem de sélidos totais por meio
de espectrometria infravermelha(método 972.16; AOAC, 1999), analises realizadas por
laboratério comercial (Clinica do Leite; Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, SP). Os valores
estdo apresentados como Média dos Quadrados Minimos, de acordo com 0 0s principais efeitos
de tratamento, dado que néo foi detectada interagdo tratamento x dia (P > 0,64).
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Tabela 7. Produgdo média diéria de leite dos 14 aos 46 DEL de vacas leiteiras suplementadas
(OMN = 19) ou ndo (CON = 19) com Omnigen-AF® durante o pré e pos-parto. As vacas foram
subdivididas de acordo com a porcentagem de células PMN presentes em exame citolégico do
endométrio. Valores com letras sobrescritas diferentes apresentam diferenca estatistica
significativa (P < 0,05)

CON OMN
ltem PMN > 6%, PMN<6% PMN >6% PMN < 6%
Producdo Média de Leite, kg/d 25,7° 29,9° 31,4° 32,1°
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FIGURAS

Figura 1. Peso Corporal, ECC de vacas leiteiras suplementadas ou ndo com Omnigen-AF® (n =
38) durante o pré-parto e até 46 dias pos-parto. Efeito de dia (< 0,01) foi detectado para os dois
pardmetros.

Figura 2. ConcentracBes plasméticas de AGNE, glicose e IGF-1 de vacas leiteiras
suplementadas ou ndo com Omnigen-AF® (n = 38) durante o pré-parto e até 46 dias pds-parto.
Efeito de dia (< 0,01) foi detectado para todos os parametros.

Figura 3. Concentragbes plasmaticas de cortisol e haptoglobina de vacas leiteiras
suplementadas ou ndo com Omnigen-AF® (n = 38) durante o pré-parto e até 46 dias pds-parto.
Efeito de dia (< 0,01) foi detectado para os dois parametros.

Figura 4. Producéo de leite de vacas leiteiras suplementadas (OMN; n = 19) ou ndo (CON; n =
19) com Omnigen-AF® antes e 46 dias ap0s o parto. Barras de erro representam EPM. Efeito de
tratamento foi detectado (P = 0,02), e a interagdo tratamento x dia ndo foi detectada (P = 0,99).
Em cada dia, * =P <0,05e =P <0,10.

Figura 5. Producdo de leite de vacas leiteiras suplementadas (OMN; n = 19) ou ndo (CON; n =
19) com Omnigen-AF® antes e 46 dias ap6s o parto, e classificadas de acordo com a
porcentagem de células polimorfonucleadas (PMN; > 6% or < 6%; critério para endometrite
citoldgica) numa contagem de 100 células (PMN + células endometriais) de amostras de
endométrio coletadas por meio da técnica do cytobrush nos d30 e d46 da lactagdo (de acordo
Dubuc et al., 2010). Barras de erro representam EPM. Uma interagdo tratamento x grupo PMN
x dia foi detectada (P = 0,04). Em cada dia, vacas do grupo CON + PMN > 6% menor producao
de leite quando comparadas a qualquer combinagdo dos demais grupos apresentaram (* = P <
0,05; =P <0,10).

Figura 6. ConcentragGes plasmaticas de Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e haptoglobina
e temperatura vaginal em vacas leiteiras suplementadas (OMN; n = 9) ou ndo (CON; n = 9)
com Omnigen-AF® e que receberam infusdo intravenosa de LPS (0,25 ug/kg de PC de
lipopolissacarideo bacteriano —Escherichia coli 0111:B4, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
Estados Unidos) no momento 0 h. Barras de erro representam EPM. Efeito de tempo foi
detectado (P < 0,01) para todos os pardmetros. Interacdo tratamento x hora foi detectada para
TNF-o plasmatico (P = 0,03), e efeito de tratamento foi detectado para haptoglobina plasmaética
(P = 0,04), mas ndo para temperatura vaginal (P = 0,50). Em cada hora* = P <0,05; T =P <
0,10.
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