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RESUMO

Os objetivos foram avaliar os efeitos da alimentacdo com dietas com 2 niveis de
diferenga cation-anionica dietética (DCAD) negativa durante as ultimas 4 ou 3
semanas de gestagao sobre o desempenho, metabolismo e saude de vacas leiteiras.
O experimento teve um arranjo fatorial 2 x 2, com 2 niveis de DCAD negativa: -50 ou
-150 mEqg/kg MS, e 2 duragdes de suplementacéo acidogénica durante o periodo pré-
parto: 21d (3W) ou 28d (4W). Cento e setenta e sete vacas Holandesas de um rebanho
comercial foram blocadas por paridade e data prevista para o parto e alocadas
aleatoriamente em 1 dos 4 tratamentos: 3W-50 (n=42), 3W-150 (n=43), 4W-50 (n=46)
e 4W-150 (n=46). Os dados foram analisados por meio do procedimento MIXED do
SAS, contendo os efeitos fixos de nivel, duragao, paridade, tempo e suas interacoes,
e os efeitos aleatérios de bloco e vaca aninhada dentro do tratamento. O pH da urina
foi menor no nivel -150 (5,83 vs. 6,96 + 0,07; P<0,01) e, como esperado, a duragéo
da suplementacao acidogénica foi menor no 3W (25,45 vs. 31,48 + 0,62 d; P<0,01).
As vacas tenderam a perder mais peso durante o periodo pods-parto quando
alimentadas por 4W (47,1 vs. 32,7 = 6,53 kg; P=0,07), e o teor de gordura do leite
tendeu a ser maior quando as vacas foram suplementadas por 4W (3,95 vs. 3,75
0,08%; P=0,06). As demais variaveis como escore de condi¢ao corporal, produgao e
Brix do colostro, composic¢ao do leite e contagem de células somaticas nao diferiram
entre os tratamentos. Também nao houve diferenga na producao de leite por duragao
(3W, 46,76 vs. 4W, 46,90 + 0,84 kg/d; P=0,91) ou nivel (-50, 47,18 vs. -150, 46,47 +
0,84 kg/d; P=0,55). Em relacdo as medidas de metabdlitos, observou-se maiores
concentragdes de gama glutamil transferase (29,4 vs. 27,4 £ 0,63 U/L; P=0,01) na
duracao 4W e menores concentragdes de albumina no nivel -150 (3,29 vs. 3,19 + 0,03
g/dL; P=0,02). Também constatou-se uma tendéncia para menores concentragdes de
glicose medida pelo glicosimetro no sangue poés-parto na duragcao 3W (2,57 vs. 2,67
t+ 0,04 mM; P=0,09) e no nivel -50 (2,57 vs. 2,68 + 0,04 mM; P=0,05). Nao foram
encontradas diferengas para as concentracbes de aspartato amino transferase,
triacilglicerol, colesterol, globulina, bilirrubina, glicose, acido graxo n&o esterificado e
beta-hidroxibutirato no sangue. Em relagdo ao calcio total pds-parto, também nao
houve diferenga para duragdo (1,90 vs. 1,92 £ 0,02 mM; P=0,44) ou nivel (1,90 vs.
1,92 + 0,02 mM; P=0,30). Observou-se tendéncias de redugao do risco de retengao
de placenta (20,7 vs. 11,4 £ 4,0 %; P=0,10) e hipocalcemia subclinica (82,7 vs. 71,7
t* 4,8 %; P=0,09) no nivel -150. O desempenho produtivo, metabolismo e a saude
foram pouco influenciados pela manipulagcéo dos niveis e duragdes de DCAD, pelo
menos dentro da faixa recomendada de 4 a 3 semanas e nivel de -50 a -150 mEqg/kg
MS de suplementagao acidogénica na dieta pré-parto.

Palavras-chave: calcio, DCAD, metabdlitos, periodo de transicao, pH urinario



ABSTRACT

The objectives were to evaluate the effects of feeding diets with 2 levels of negative
dietary cation-anion differences (DCAD) during the last 4 or 3 weeks of gestation on
performance, metabolism, and health in dairy cows. The experiment had a 2 x 2
factorial design, with 2 levels of negative DCAD: -50 or -150 mEg/kg DM, and 2
durations of acidogenic supplementation during the prepartum period: 21d (3W) or 28d
(4W). One hundred and seventy-seven Holstein cows from a commercial herd were
blocked by parity and expected calving date, and randomly allocated to 1 of 4
treatments: 3W-50 (n=42), 3W-150 (n=43), 4W-50 (n=46), and 4W-150 (n=46). Data
were analyzed using the MIXED procedure of SAS, containing the fixed effects of level,
duration, parity, time, and their interactions, and the random effects of block and cow
nested within the treatment. Urine pH was lower at -150 level (5.83 vs. 6.96 + 0.07;
P<0.01) and, as expected, acidogenic supplementation duration was lower at 3W
(25.45 vs. 31.48 + 0.62 d; P<0.01). Cows tended to lose more weight during the
postpartum period when fed for 4W (47.1 vs. 32.7 £ 6.53 kg; P=0.07), and milk fat
content tended to be higher when cows were supplemented with 4W (3.95 vs. 3.75 £
0.08%; P=0.06). Other variables such as body condition score, colostrum yield and
Brix, milk composition, and somatic cell count did not differ between treatments. There
was also no difference for milk yield for duration (46.76 vs. 46.90 + 0.84 kg/d; P=0.91)
or level (47.18 vs. 46.47 + 0.84 kg/d; P=0.55). Regarding metabolite measurements,
higher concentrations of gamma glutamyl transferase (27.4 vs. 29.4 + 0.63 U/L;
P=0.01) were observed in the 4W duration and smaller albumin concentrations in the
-150 level (3.29 vs. 3.19 + 0.03 g/dL; P=0.02). There was also a trend towards smaller
concentrations of glucose measured by glucometer in postpartum blood at 3W duration
(2.57 vs. 2.67 £ 0.04 mM; P=0.09) and at the -50 level (2.57 vs. 2.68 + 0.04 mM,
P=0.05). No differences were found for the concentrations of aspartate amino
transferase, triacylglycerol, cholesterol, globulin, bilirubin, glucose, non-esterified fatty
acid and beta-hydroxybutyrate in the blood. Regarding postpartum total calcium, there
was also no difference for duration (1.90 vs. 1.92 £ 0.015 mM; P=0.44) or level (1.90
vs. 1.92 + 0.015 mM; P=0.30). There were trends towards a reduction in the risk of
retained placenta (20.7 vs. 11.4 £ 4.0 %; P=0.10) and subclinical hypocalcemia (82.7
vs. 71.7 £ 4.8 %; P=0.09) at level -150 level. Productive performance, metabolism and
health were modestly influenced by manipulation of DCAD levels and durations, at
least within the recommended range of 4 to 3 weeks and -50 to -150 mEqg/kg DM level
of acidogenic supplementation in the prepartum diet.

Keywords: calcium, DCAD, metabolites, transition period, urinary pH
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1 CAPITULO I. CONSIDERAGOES GERAIS

1.1 INTRODUGCAO

O periodo de transig¢ao representa um dos maiores desafios da cadeia produtiva
leiteira e esta diretamente ligado com o lucro da atividade. Segundo Leblanc (2010),
até 50% das vacas leiteiras apresentam alguma desordem ou doenga no periodo pos-
parto imediato. O bem-estar da vaca no pré-parto pode influenciar a futura lactagéao e
contribuir para um bom desempenho produtivo e reprodutivo. E um periodo que
demanda alta quantidade de energia, proteinas e minerais, que auxiliardo no
crescimento do feto no tergo final da gestacdo (House e Bell, 1993), e na futura
producao de colostro e leite, em um momento que o consumo de matéria seca (CMS)
pode estar deprimido (Drackley, 1999; NRC, 2001).

O calcio (Ca) € um mineral exigido em grandes quantidades pelo animal no
periodo de transi¢do. Quase a totalidade deste mineral se encontra nos ossos e
necessita de estratégias que aumentem a sua mobilizagdo e aumente a sua absorcao
intestinal, deixando-o biodisponivel para o animal. A baixa concentracéo deste mineral
no sangue é definida como hipocalcemia, uma doenga metabdlica que na sua forma
subclinica (HSC), acomete mais de 50% das vacas leiteiras (Reinhaedt et al., 2011).
A HSC também predispde o surgimento de demais doengas nas primeiras semanas
de lactacéo e a sua associagao com a producao de leite ainda é controversa e motivo
de muitas pesquisas. Além disso, a HSC esta associada a uma diminuicado da taxa de
concepgao e redugao do desempenho reprodutivo de vacas leiteiras (Caixeta et al.,
2017).

De forma geral, uma estratégia bem documentada na literatura € a adogéo de
dietas acidogénicas, com diferencga cation-anionica da dieta (DCAD) negativa no pré-

parto, que promove 0 aumento da concentragéo sérica de Ca (Santos et al., 2019). A
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DCAD negativa tem o objetivo de melhorar o desempenho e pode influenciar no
prolongamento da HSC no pés-parto. A faixa de DCAD recomendada para reduzir o
risco de hipocalcemia é de -50 a -150 mEq/kg de matéria seca (MS, NASEM, 2021).
Porém, o DCAD ideal para melhorar o desempenho e a saude de vacas multiparas
ainda néo foi determinado dentro do intervalo acima citado (Santos et al., 2019).

A duragao da suplementagao acidogénica durante o pré-parto ja foi estudada
por alguns pesquisadores. Os ciclos de suplementagdo de duragao de 42 dias em
comparagao com 21 dias, resultaram em diminuicdo da producido de leite e do
desempenho reprodutivo de vacas leiteiras multiparas (Lopera et al., 2018). Em um
outro estudo observacional, foram detectadas associa¢des entre a duragao do pré-
parto com producgao de leite, saude, reproducédo e sobrevivéncia de vacas leiteiras
multiparas (Vieira Neto et al., 2021). Os autores concluiram no estudo que a duragéo

ideal do pré-parto varia entre 21 a 28 dias.

1.2 DESENVOLVIMENTO

1.2.1 Periodo de transicao
O periodo de transigéo € definido classicamente como o intervalo de trés
semanas antes a trés semanas apos o parto (Grummer, 1995; Drackley, 1999). Em
um curto periodo de tempo, a vaca passa por varios desafios, desde mudancgas
nutricionais, fisioldgicas e endécrinas (Hayirli et al., 2002), que preparam o animal para
o parto e a lactacéo.
Toda vaca leiteira no periparto passa por um periodo de resisténcia a insulina,

com reducao do consumo de MS, com consequente balango nutricional negativo,
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lipdlise e perda de peso no inicio da lactagdo. Ainda sdo observados neste periodo,
estresse oxidativo dos tecidos, sobrecarga hepatica, hipocalcemia nos primeiros dias
pos-parto, fungdo imunoldgica deprimida no periparto e risco de infecgdo bacteriana
do utero (metrite) até trés semanas pos-parto (Leblanc, 2010; Trevisi e Minuti, 2017).
Todas estas situagdes ocorrem devido a mudanga do estado gestante ndo lactante,
para o estado lactante e ndo gestante (Goff e Horst, 1989).

Com o avangar do terco final da gestagcdo e a proximidade do parto, a
concentragédo de insulina diminui e o horménio do crescimento (GH) aumenta, com
picos de ambos os horménios no dia do parto (Kunz et al., 1985). As concentracdes
de tiroxina (T4) aumentam e diminuem 50% no dia do parto (Kunz et al., 1985). O
estrogeno aumenta, e no dia do parto diminui bruscamente (Chew et al., 1979). Em
relacdo a glicose plasmatica, ocorre aumento no dia do parto, com diminuigdo logo
apos o parto (Kunz et al., 1985). A progesterona (P4) se mantém elevada para
manutencgao da gesta¢do, mas diminui dois dias antes do parto (Chew et al., 1979).

Tendo em vista toda importancia do periodo de transicdo, as propriedades
leiteiras tém investido no bem-estar dos animais. A recomendacdo usual aos
produtores é formar um lote pré-parto, com inclusdo dos animais 28 a 21 dias antes
da data prevista do parto e fornecer uma dieta acidogénica visando garantir um melhor

desempenho dos animais.

1.2.2 Metabolismo de calcio
O Ca é um macromineral exigido pelo organismo animal e a sua maior parte
se encontra nos ossos. Cerca de 99% do Ca se encontra na matriz 6ssea, na forma

de cristais de hidroxiapatita que sdo formados por fosfato de calcio (Wilkens et al.,
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2012; Junqueira e Carneiro, 2013). Os outros 1% estao localizados nos fluidos
extracelulares do corpo (NRC, 2001). Nos fluidos corporais, o Ca pode ser encontrado
na forma livre ou ionizavel, que é a forma biologicamente ativa, a qual representa 50%.
Outros 45% se encontram ligados a proteina albumina e os 5% restantes estéo
complexados com fosfatos e bicarbonatos (Hansen et al., 2000; Sarwar et al., 2000).
A concentragédo de tCa normal no organismo do animal adulto e saudavel é de 2,2 a
2,5 mmol/L (Martinez et al., 2012).

O tecido 6sseo é formado por uma matriz éssea resistente, cuja porgao
inorganica é composta por fosfato e calcio e, a por¢ao orgéanica, por colageno. Este
tecido possui trés tipos de células especializadas: os osteoblastos, os ostedcitos e os
osteoclastos. Os osteoblastos s&o responsaveis pela sintese da porgao orgénica da
matriz. Ja os ostedcitos, que sado os osteoblastos maturados, estdo localizados no
interior da matriz e estdo destinados a manutencdo da matriz 6ssea. Por fim, os
osteoclastos sao células maiores e multinucleadas e estdo associados a reabsorcao
Ossea. A reabsorgcdo o6ssea € a mobilizacdo do tecido désseo por enzimas
especializadas, que tornam os minerais disponiveis. Desta forma, ocorre a
transferéncia do Ca do tecido 6sseo para o sangue (Junqueira e Carneiro, 2013).

Segundo o NRC (2001), o mineral Ca tem varias fungdes no organismo. O Ca
extracelular & essencial para a formagao dos tecidos esqueléticos, transmissdo de
impulsos do sistema nervoso, contracdo dos musculos esquelético e cardiaco,
coagulagao do sangue, além de ser um componente do leite. O Ca intracelular esta
envolvido na atividade enzimatica das células como segundo mensageiro. O Ca

também é importante na contracdo da musculatura lisa (Santos et al., 2019) e na
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atividade imunoldgica. Ele ativa a agao dos neutrofilos, células efetoras imunes inatas
(Zhang et al., 2019), importantes no combate da infecgdo (Martinez et al., 2012).

A vaca no periparto tem aumento repentino na demanda de Ca para a
producao de colostro e lactogénese (Horst et al., 2005; Goff, 2008). Segundo Rodney
et al. (2018), quanto maior a produgao de colostro de uma vaca, maior € a quantidade
de Ca secretado. O colostro é rico em Ca, com uma quantidade de 2,0 a 3,0 g/L (Vieira
Neto et al., 2017a; Lopera et al.,, 2018; Rodney et al., 2018). Ja segundo o0 novo
NASEM (2021) a concentracao de Ca no colostro é de 2,1 g/L na raca Holandés e de
2,4 g/L na raga Jersey. Assim, o requerimento de Ca de uma vaca da raga Holandés
antes do parto, € aproximadamente 20 a 30 g/dia de Ca absorvivel (NASEM, 2021).
Alguns animais ndo conseguem se adaptar com esta perda de Ca abrupta no colostro,
e podem desenvolver hipocalcemia. A perda de Ca com colostrogénese e inicio da
lactacdo € provavelmente o principal fator para ocorréncia da doenga (Goff et al.,
2002). Vacas multiparas tém risco aumentado porque elas produzem mais colostro e
leite que animais de primeira lactagdo (Rodney et al., 2018).

A concentragdo de Ca sérico € regulada pelos horménios calcitonina
produzida pelas células C da tireoide, paratorménio (PTH) produzido pelas glandulas
da paratireoide e pela vitamina D na sua forma ativa. Em baixas concentragbes de Ca
no sangue, o PTH e a vitamina D aumentam a entrada de Ca no sangue e no pool
extracelular, enquanto que a calcitonina atua na reducao do Ca (Goff et al., 1991). Ao
estimulo do PTH, o Ca soluvel pode rapidamente ser transferido para o pool de Ca
extracelular (GOFF, 1991). E necessario o estimulo de 48 horas do PTH, para que a
reabsorcdo 6ssea aumente significativamente (Goff et al.,, 1986). O PTH também

estimula a enzima 1a-hidroxilase, ativando a vitamina D nos tubulos renais (Goff,
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1991). A vitamina D é um potente hormonio calciotropico em vacas lactantes (Vieira
Neto et al., 2017b).

Os ruminantes utilizam a vitamina Ds (colecalciferol, Goff et al., 1991),
sintetizada ap0ds irradiagao ultravioleta ou proveniente da dieta. A vitamina D3 passa
pelo figado, no qual é hidroxilada no carbono 25, pela enzima 25-hidroxilase,
formando a 25-hidroxi-colecalciferol (calcidiol), que € a principal forma de vitamina D
circulante. Nos rins, o calcidiol, sob a influéncia do PTH, é novamente hidroxilada no
carbono 1, pela enzima 1-a-hidroxilase, formando a 1-25-diidroxi-colecalciferol
(calcitriol), forma ativa da vitamina D (Horst et al., 1994).

O calcitriol por sua vez, atua em sinergismo com o PTH para estimular a
reabsorgao 6ssea osteoclastica (Goff et al., 2014) e para diminuir a reabsorc¢éao renal
de Ca, via inibicao de TRPV5 (potencial receptor transitério do canal vaniloide do tipo
5, Hoenderop et al., 1999; Martin-Tereso e Martens, 2014). Consequentemente, no
pré-parto ocorre 0 aumento da perda de Ca na urina como forma de ajuste de pH
sanguineo. Entretanto, o calcitriol atua principalmente nos enterécitos e estimula o
transporte ativo de Ca dietético via aumento de TRPVG6 (potencial receptor transitério
do canal vaniloide do tipo 6, Peng et al., 1999; Martin-Tereso e Martens, 2014). O
transporte ativo, também conhecido como transporte transcelular de Ca, é constituido
pela mobilidade do Ca através da célula epitelial. O processo € constituido por trés
etapas: primeiro o Ca entra na célula através do canal TRPV6 (Peng et al., 1999); em
seguida, no citosol da célula o Ca se liga a proteina calbidina-D9 (Bronner, 1987), no
qual é translocado para a membrana basolateral da célula; e por fim, extruido pela
proteina PMCa1b (membrana plasmatica Ca ATPase isoforma 1b, Abel et al., 2003),

sendo absorvido.
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O requerimento dietético adequado de potassio (K) e soddio (Na) no pré-parto

€ essencial para melhorar a homeostase do Ca durante o periodo periparturiente e
reduzir o risco de hipocalcemia. A utilizagdo de forragens com alto teor de K na dieta
pré-parto pode provocar uma alcalose metabdlica (ou prevenir a ocorréncia de uma
ligeira acidose metabdlica) e impedir o aumento das concentragdes de Ca no pos-
parto, aumentando a incidéncia de hipocalcemia (NRC, 2021). A silagem de milho tem
menor probabilidade de acumular K, podendo ser um alimento pratico e palatavel,
usado como fonte de fibra e amido no pré-parto e contribui no ajuste do DCAD (Beede,
1992). O baixo teor de Mg pode diminuir a secre¢do de PTH e também reduzir a
concentragdo de Ca (NRC, 2021), sendo exigido em % da MS da dieta pré-parto, entre

0,35 a 0,40%.

1.2.3 Diferenca cation-aniénica da dieta

A suplementacdo de dietas acidogénicas para vacas leiteiras no pré-parto é
um meétodo que se popularizou nas ultimas décadas para melhorar a homeostase
(equilibrio fisiolégico constante) do Ca e reduzir o risco de hipocalcemia, uma doenga
conhecida desde o século passado. Ender e Dishington (1971) observaram quase que
acidentalmente a redugcdo da hipocalcemia clinica em vacas alimentadas com
forragens tratadas com acidos. Eles concluiram que dietas acidogénicas tém a
capacidade de estimular o aumento de Ca no sangue e, portanto, reduzir a incidéncia
de hipocalcemia clinica. Até entado, a ferramenta utilizada na época para reduzir a
incidéncia de hipocalcemia pés-parto era a diminuicdo dos niveis de calcio e fésforo
dietéticos no periodo pré-parto (Thilsing-Hansen et al., 2002). Porém, a estratégia nem

sempre aumentava os niveis de PTH, com incremento no aumento dos niveis de calcio
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sanguineo (Cavalieri e Santos, 2001). Hoje sabemos que para esta pratica ser efetiva,
teriamos que reduzir a concentracao dietética de Ca para niveis muito baixos (< 0,2%
MS), o que na pratica € muito dificil de ser alcangado, devido a inclusdo de forragem
e demais ingredientes na dieta que supre a demanda de Ca.

Um pouco mais tarde, Block (1984) trouxe o conceito para a América do Norte
e introduziu a teoria do balango acido-base na dieta. A estratégia é conhecida como
“diferenga cation-anibénica da dieta” (DCAD), até hoje utilizada na formulagao de dietas
no pré-parto de vacas leiteiras. Seus achados comprovaram que além da reducgao da
incidéncia de hipocalcemia clinica, houve também um aumento na producgao de leite.

As intervencdes sdo a manipulagao das concentragdes de ions fortes na dieta
para alterar o DCAD pré-parto. Os ions fortes sdo: os cations sddio e potassio e os
anions enxofre e cloro (Oetzel, 2017). O objetivo de alimentar vacas com dietas
acidogénicas no pré-parto é induzir uma acidose metabdlica compensada que
melhora os niveis de Ca circulantes no sangue, enquanto ocorre a sintese de colostro
e leite (Charbonneau et al.,, 2006; Lean et al., 2006). A acidose metabdlica
compensada consiste na redugao do pH e bicarbonato sanguineos com permanéncia
da pressao parcial de gas carbdnico (pCOz2) dentro da faixa esperada (35 a 45 mmHg,
Cavalieri e Santos, 2001).

Os anions acidificantes mais utilizados s&o os sais de cloreto e sulfato de
amonio, calcio e magnésio (NRC, 2001). Os sais de cloreto sdo mais acidogénicos do
que os sais de sulfato (Goff et al., 1997; Oetzel, 1991; Tucker et al., 1991). O acido
cloridrico, por exemplo, também obteve respostas positivas como fonte de anions na
prevencao da hipocalcemia, sendo a fonte de anions fortes mais potente disponivel

(Ender e Dishington, 1967; Goff e Horst, 1998).
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Afim de tornar a DCAD negativa, os nutricionistas aumentam a inclusao de

anions fortes, com uma combinacao de cloretos e sulfatos, e diminuem a inclusao de

Na e K na dieta, para atingir a acidificagcdo sanguinea adequada do animal (Ender et

al., 1971; Block, 1984). Ao mensurar o pH de urina é possivel ajustar a quantidade de

mineral acidogénico fornecido e fazer pequenos ajustes até que o pH urinario

adequado seja alcangado. A equagao mais utilizada é sugerida por Ender et al. (1971):
DCAD = (Na* + K*) — (CI- + S%), dado em mEq/kg de matéria seca (MS) da dieta.

A dieta acidogénica, como descrita anteriormente, induz acidose metabdlica
compensada, e aumenta a sintese e secregdo do PTH (Goff et al., 2014), além de
alterar a conformacéo do receptor deste horménio na célula, tornando a sinalizagao
mais forte. O PTH estimula a sintese de vitamina D ativa (1-25-diidroxi-vitamina D)
nos rins (Goff et al., 2014). Juntos, estes horménios ajudam a vaca a repor o Ca
extracelular perdido principalmente no colostro e no leite, retirando o Ca da matriz
O0ssea e aumentando a absorgdo de Ca da dieta no pdés-parto. Portanto, a dieta
acidogénica ajuda a manter a homeostase do Ca durante o periodo de transigao (Horst
et al., 1997; Goff, 2008).

A suplementacdo com dieta acidogénica durante o pré-parto pode reduzir o
CMS. Algumas décadas atras, a teoria proposta para explicar esta reducéo, inclui a
falta de palatabilidade das fontes de anions utilizadas (Oetzel e Barmore, 1993). Uma
outra teoria € o desconforto do préprio organismo criado pela acidose metabdlica nao
compensada, quando se tem um excesso de anions na dieta (Vagnoni e Oetzel, 1998).
Entretanto, para avaliar estas duas propostas, um estudo foi realizado e os autores

concluiram que a reducao do CMS é provocada pela acidose metabdlica e ndo pela
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suplementagao de produtos acidogénicos e a falta de palatabilidade destes produtos
(Zimpel et al., 2018).

O nivel de Ca na dieta pré-parto € questionavel. Alguns estudos demostram
gue o uso de dietas com Ca intermediario, em torno de 1,0% na MS, aumenta o risco
de hipocalcemia (Lean et al.,, 2006). Com o uso de dietas acidogénicas, o
requerimento de Ca da dieta pré-parto ¢é irrelevante (Santos et al., 2019; Lean et al.,
2019).

O fornecimento de dietas acidogénicas para novilhas tem sido questionado
ultimamente. Existem poucos estudos com nuliparas (Santos et al., 2019; Lean et al.,
2019). Porém, estudos recentes tém demonstrado que a dieta acidogénica n&o
funciona para esta categoria animal. Para confirmar isto, Zimpel et al. (2021), ao
alimentar nuliparas com niveis de DCAD de +200, -50 e -150 mEqg/kg de MS no pré-
parto, ndo observaram melhora no desempenho produtivo. Todavia, a dieta
acidogénica proporcionou efeitos positivos na reprodugéo.

Em um outro estudo de campo em quatro fazendas no Canada, no qual foi
atribuido DCAD de +105 ou -108 mEq/kg de MS, também n&o houve beneficio para
nuliparas (Couto Serrenho et al., 2021). Segundo Moore et al. (2000),
independentemente do nivel de DCAD pré-parto, as novilhas mantém a homeostase
do Ca durante o periodo de transig&o.

De forma geral, os estudos demonstram que o fornecimento de dietas com
DCAD negativa diminuem a incidéncia de HSC (Degaris e Lean, 2008; Goff, 2014) e
melhoram o desempenho produtivo e reprodutivo de vacas leiteiras (Martinez et al.,
2018b; Couto Serrenho et al., 2021). A reducdo da DCAD pré-parto aumentou a

producao de leite nos primeiros 65 dias em lactacdo (DEL) em 1,15 kg/d (Lean et al.,
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2014). A reducao da DCAD de -70 para -180 mEq/kg de MS induziu uma acidose
metabdlica mais intensa, com aumento do iCa e redugdo da producédo de colostro
(Lopera et al., 2018).
Para sustentar esta hipotese, as recentes meta-analises de Santos et al. (2019)
e Lean et al. (2019) comprovam que o fornecimento de dietas pré-parto com DCAD
negativa funcionam. A recomendacgao do nivel de DCAD negativo ndo precisa ser
inferior a -150 mEqg/kg MS, para obter resultados positivos na produgéo de leite e
producdo de gordura e proteina no leite (Santos et al.,, 2019). A DCAD negativa
também reduz a incidéncia de hipocalcemia, retencao de placenta e metrite a partir
do aumento da concentragcéo de Ca no sangue, induzido pela dieta acidogénica.
A meta-analise de Lean et al. (2019) também demonstra efeitos positivos na
producao de leite e proteina do leite em vacas recém paridas alimentadas com DCAD
negativa pré-parto. O conjunto de dados também confirma a redug¢ao nos riscos de

hipocalcemia, retencéo de placenta, metrite e demais doencas no pés-parto imediato.

1.2.4 Avaliagao do pH de urina

A mensuragao e avaliagdo do pH de urina das vacas no pré-parto € uma
ferramenta barata e de boa predicdo do pH sanguineo. Trata-se de uma medida
apropriada do nivel de suplementagao acidogénica fornecida (Jardon, 1995), sendo
possivel ajustar a quantidade de mineral acidogénico suplementado. Quanto menor
for o nivel de DCAD, menor sera o pH urinario.

Segundo Goff (2008), para o controle ideal da hipocalcemia subclinica, o pH
meédio de urina de vacas da raga Holandés deve estar entre 6,2 e 6,8. No entanto, o

pH em torno de 6,0 tem sido associado com um melhor metabolismo de Ca pré-parto,
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além do melhor desempenho pés-parto em vacas (Degroot et al., 2010; Weich et al.,
2013; Leno et al., 2017). Se o pH urinario médio estiver entre 5,0 € 5,5, 0 excesso de
anions induziu uma acidose metabdlica ndo compensada e as vacas podem reduzir
expressivamente o CMS. O pH de urina pode ser medido 48 horas apds o
fornecimento da dieta acidogénica. As amostras de urina para avaliagdo devem ser
coletadas dos jatos intermediarios, para evitar qualquer tipo de sujidade (Goff, 2008).

Segundo a meta-analise de Charbonneau et al. (2006), os resultados
confirmam a eficacia da reducdo da DCAD na diminuicdo do pH urinario e na
incidéncia de hipocalcemia clinica (HC), conhecida como febre do leite. O pH urinario
médio do grupo de vacas em torno de 7,0 parece ser uma boa meta ao alimentar
dietas acidogénicas com baixo nivel de DCAD (-50 mEg/kg MS). Os resultados
também confirmam que a acidificagao do pH urinario ao redor de 5,5, pode diminuir o
CMS sem beneficios adicionais na prevencao de hipocalcemia.

O pH de urina de vacas em lactagdo e no periodo seco (sem suplementagao
acidogéncica) se encontra entre 8,0 e 8,5 (Goff, 2008). De acordo com a meta-analise
de Santos et al. (2019), o pH de urina diminuiu de 8,4 com DCAD +300 mEq/kg MS
para 5,4 com DCAD -246 mEq/kg MS. A medida que a DCAD pré-parto diminuiu, o
mesmo acontece com o pH de urina. Desta forma, para atingir pH urinario de 5,5 a
6,5, vacas multiparas devem ser suplementadas com dietas com DCAD entre -100 a

-200 mEqg/kg MS.

1.2.5 Hipocalcemia subclinica
A hipocalcemia € uma enfermidade comum em vacas leiteiras no periparto.

Como definido anteriormente, a hipocalcemia é a incapacidade na regulagao da
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concentracao de calcio no sangue. Com isto, as vacas apresentam baixa quantidade
de calcio disponivel no organismo (Charbonneau et al., 2006; Lean et al., 2006). A
principio, a hipocalcemia pode ser classificada em clinica (HC) e subclinica de acordo
com as concentracdes de calcio sérico total (tCa). Segundo Reinhardt et al. (2011),
animais normocalcémicos possuem concentragdes de tCa acima de 8,0 mg/dL, e
animais com concentragao < 8,0 mg/dL s&o categorizados com HSC. Entretanto, no
estudo de Martinez et al. (2012), vacas com HSC foram categorizadas com
concentragdes entre 5,0 a 8,6 mg/dL (< 2,15 mmol/L). J& animais com HC sao
caracterizados pela concentracdo de tCa inferior a 5,0 mg/dL (Goff, 2014), e
apresentam paresia (perda completa da funcdo motora) em estagio avangado da
doenca (Oetzel, 1988).

A incidéncia de HC em vacas leiteiras no pds-parto € menor que 5%,
tipicamente entre 1 e 3% (Goff, 2008). Ja a incidéncia de HSC nos rebanhos
americanos (Reinhardt et al., 2011) e brasileiros (Carneiro, 2018) esta em torno de
50%, sendo ainda um motivo de muitos estudos.

A HSC é considerada um motivo de preocupagao nas propriedades leiteiras.
O animal nao apresenta sintomatologia, ou seja, representa a grande massa de gelo
do “iceberg” que esta submersa e que nao conseguimos visualizar. A incidéncia de
HSC em vacas leiteiras acontece a partir da mensuragao de tCa ou iCa. O iCa é
analisado a partir da amostra de sangue ainda fresca, podendo ser utilizado um
aparelho denominado i-STAT (Neves et al., 2017), baseado na concentracao de iCa
no sangue total < 1,0 mM (Oetzel et al., 1988). O tCa se faz através de analise
laboratorial do soro da amostra sanguinea centrifugada (Martinez et al., 2012). O valor

mais baixo da concentragao de tCa no sangue, conhecido como nadir, tipicamente é
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observado entre 24 e 36h apds o parto (Oetzel, 2004; Martinez et al.,, 2012). O
aumento do risco de doencgas e a reducado da produgao de leite estdo associados a
persisténcia da HSC, e ndo ao nadir da concentragdo de Ca pés-parto (Caixeta et al.,
2017; Neves et al., 2018b).

A fim de classificar os tipos de HSC, McArt e Neves (2020) mediram a
concentracdo plasmatica de calcio total nos quatro primeiros dias em lactacao e
estratificaram em: normocalcemia — niveis normais de tCa no pods-parto; HSC
transitoria — niveis de tCa baixos no dia (D1), mas niveis normais no dia (D4); HSC
atrasada — niveis de tCa normais no D1, mas niveis baixos no D4; HSC persistente —
niveis baixos de tCa nos D1 e D4. Nesse experimento, a producao de leite foi
consistentemente maior para vacas categorizadas como HSC transitérias e depois
para vacas classificadas como normocalcémicas. Neves et al. (2018b) observaram
gue animais com baixa concentracao de Ca no primeiro dia pés-parto, produziram 2,6
kg/d de leite a mais nas primeiras 15 semanas de lactagdo, em comparagdo com
vacas normocalcémicas. Vacas com HSC transitdria produzem mais leite e comem
mais do que vacas com HSC crobnica (Seely et al., 2020).

E possivel que o prolongamento da baixa concentracdo de Ca sanguineo
(vacas com HSC atrasada e/ou persistente) leva ao surgimento de outras doengas no
pos-parto (Oetzel, 1996; Degaris e Lean, 2008; Goff, 2008; Martinez et al., 2012;
Neves et al., 2018 a, b), falha no desempenho produtivo e reprodutivo (McArt e Neves,
2020) e aumento na taxa de descarte de vacas leiteiras (Couto Serrenho et al., 2021).
A HSC é um fator de risco para as demais doencas no pos-parto imediato (Chapinal
etal., 2012; Rodriguez et al., 2017), e animais doentes tém o desempenho reprodutivo

comprometido (Carvalho et al., 2019). Animais diagnosticados com HSC crénica (tCa
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no sangue < 2,15 mmol/L nos dias 1, 2 e 3 de DEL), apresentam menor ciclicidade e
menor chance de prenhez no primeiro servigo (Caixeta et al., 2017). A HSC pds-parto
reduziu a concepg¢ao na primeira inseminacgao (Venjakob et al., 2017).

Animais hipocalcémicos apresentam diminuicdo na contracdo da musculatura
esquelética e lisa, e consequente aumento do risco de retencao de placenta e metrite
(Satos et al., 2019). Aumento do risco de deslocamento de abomaso (Chapinal et al.,
2011) e aumento do risco de cetose (Curtis et al., 1983). Animais em balango
nutricional negativo, associado com o declinio do CMS, também s&o situacdes
frequentemente detectadas em casos de hipocalcemia (Goff, 2008). Animais com
HSC tém diminuicdo da motilidade intestinal e redu¢cdo do CMS (Martinez et al., 2014).
Vacas com HSC tiveram aumento da incidéncia de metrite devido a reducao das

concentragdes de neutrofilos no sangue (Martinez et al., 2012).

1.2.6 Fatores que predispoe a hipocalcemia

Alguns fatores podem predispor a ocorréncia de hipocalcemia nos rebanhos.
A idade do animal € um fator apontado pela literatura. Vacas mais velhas tém maior
risco de hipocalcemia devido a diminui¢do dos receptores de vitamina D no intestino
(Horst et al., 1990). Animais mais jovens produzem menos colostro e
consequentemente menos Ca é drenado do organismo (Rodney et al., 2018). Um
outro fator que predispde a hipocalcemia é a alta producao leiteira, pois vacas e
rebanhos de maior produtividade estdo sob maior risco.

Outro fator importante € a raca. Animais da raca Jersey possuem 2,4 vezes
mais chances de desenvolver hipocalcemia em comparagdo com vacas da raca

Holandés (Lean et al., 2006). Roche e Berry (2006) relataram que, em sistemas de
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produgao extensivos a pasto, vacas da raga Jersey tiveram 5 vezes mais chances de
desenvolver hipocalcemia. Em vacas Jersey, o pH médio de urina deve ser reduzido
entre 5,8 e 6,3, para controle eficaz da hipocalcemia (Goff, 2008). Estes animais
possuem menos receptores de vitamina D no intestino (Goff et al., 1995), além de
secretarem mais calcio no colostro e no leite (NRC, 2001).

O escore de condicdo corporal (ECC) também tem sido associado a
hipocalcemia. Animais sobrecondicionados possuem maior risco de ter a doencga
(Heuer et al., 1999). Em vacas leiteiras, o excesso de condigdo corporal aumenta a
sobrecarga hepatica e aumenta o risco de esteatose hepatica ou figado gordo
(Sejersen et al., 2012). Desta forma, € sugestivo que o precursor de vitamina D é
reduzido, o que pode dificultar a manutencdo da homeostase do Ca e aumentar o
risco de hipocalcemia em vacas gordas. O ECC é uma medida indireta que pode ser
feita na fazenda que esta correlacionado com o conteudo de gordura e energia do

animal. O ECC ideal ao parto esta entre 3,00 e 3,50 (Chebel et al., 2018).

1.2.7 Duragao do periodo no pré-parto

A duragao do periodo de suplementacéo acidogénica no pré-parto pode definir
o desempenho pés-parto de vacas leiteiras. Alguns estudos demostram que duragdes
mais prolongadas (42 dias) diminuem a producdo de leite em vacas multiparas.
Lopera et al. (2018) avaliaram dietas acidogénicas (-70 e -180 mEqg/kg de MS) com
duracao da suplementacao pré-parto de 21 ou 42 dias de duragao. Eles concluiram
gue os animais no tratamento por 42 dias diminuiram a producéao de leite (2,5 kg/d) e

reduziram a taxa de prenhez, em comparagdo com a duragao de 21 dias.
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Em um estudo observacional realizado nos Estados Unidos, em duas fazendas
leiteiras comerciais, os autores avaliaram a associagao entre os dias no grupo pré-
parto (DGPP) com o desempenho produtivo, reprodutivo e a sobrevivéncia de vacas
da raca Holandés. As duracdes dos DGPP foram: 7, 28 ou 42 dias. Eles concluiram
que a duracdo de 28 dias foi associada como um periodo ideal para as vacas
passarem pelo grupo pré-parto, com respostas positivas no desempenho produtivo,
reprodutivo e na sobrevivéncia de vacas multiparas (Vieira Neto et al., 2021).

No estudo realizado por Weich et al. (2013), eles compararam vacas na dieta
controle com DCAD positivo com dietas com DCAD negativo (-160 mEqg/kg de MS), e
duragédo da suplementacédo acidogénica de 21 ou 42 dias. Os animais com DCAD
negativo por 21 ou 42 dias tiveram efeito positivo no CMS, na produgao de leite e na
homeostase do calcio, em relacéo a dieta controle. A duragao de trés, quatro ou seis
semanas de duragao da suplementagao acidogénica pré-parto (-210 mEq/kg de MS),
nao resultaram em diferencas na saude, consumo e producdo de leite (Wu et al.,

2014).

1.3 CONCLUSOES

O conhecimento das estratégias de aumento do Ca plasmatico e do
metabolismo de Ca durante o periodo de transicdo € fundamental para o sucesso no
desempenho produtivo e reprodutivo de vacas leiteiras. Por este motivo, a pratica de
suplementacao de dietas acidogénicas € uma estratégia efetiva, de adogao crescente
e, muito provavelmente, definitiva na prevencao da hipocalcemia em rebanhos

leiteiros. Entretanto, o valor exato da DCAD negativa ideal suplementado no periodo
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de transigdo ainda nao foi estabelecido, bem como a duragédo exata do periodo de

suplementacao ainda é motivo de controvérsia.
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2 CAPITULO II. EFEITO DO NiVEL E DURAGAO DA SUPLEMENTAGAO ACIDOGENICA
DA DIETA NO PRE-PARTO NA PRODUGAO, METABOLISMO E SAUDE DE VACAS
LEITEIRAS

SUMARIO INTERPRETATIVO

Efeito do nivel e duracao da suplementacado acidogénica da dieta no pré-parto na
producao, metabolismo e saude de vacas leiteiras. Por Carvalho et al. A manipulagao do
nivel -50 ou -150 mEqg/kg de MS da diferenga cation-anionica da dieta (DCAD) e da duragao
de 21 ou 28 dias do periodo de suplementagdo acidogénica no pré-parto ndao afetou o
desempenho produtivo, o metabolismo e a saude de vacas leiteiras multiparas da racga
Holandés em rebanho comercial.
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ABSTRACT

The objectives were to evaluate the effects of feeding diets with 2 levels of negative dietary
cation-anion differences (DCAD) during the last 4 or 3 weeks of gestation on performance,

metabolism, and health in dairy cows. The experiment had a 2 x 2 factorial design, with 2
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levels of negative DCAD: -50 or -150 mEqg/kg DM, and 2 durations of acidogenic
supplementation during the prepartum period: 21d (3W) or 28d (4W). One hundred and
seventy-seven Holstein cows from a commercial herd were blocked by parity and expected
calving date, and randomly allocated to 1 of 4 treatments: 3W-50 (n=42), 3W-150 (n=43),
4W-50 (n=46), and 4W-150 (n=46). Data were analyzed using the MIXED procedure of SAS,
containing the fixed effects of level, duration, parity, time, and their interactions, and the
random effects of block and cow nested within the treatment. Urine pH was lower at -150
level (5.83 vs. 6.96 + 0.07; P<0.01) and, as expected, acidogenic supplementation duration
was lower at 3W (25.45 vs. 31.48 + 0.62 d; P<0.01). Cows tended to lose more weight during
the postpartum period when fed for 4W (47.1 vs. 32.7 £ 6.53 kg; P=0.07), and milk fat content
tended to be higher when cows were supplemented with 4W (3.95 vs. 3.75 + 0.08%; P=0.06).
Other variables such as body condition score, colostrum yield and Brix, milk composition, and
somatic cell count did not differ between treatments. There was also no difference for milk
yield for duration (46.76 vs. 46.90 + 0.84 kg/d; P=0.91) or level (47.18 vs. 46.47 + 0.84 kg/d;
P=0.55). Regarding metabolite measurements, higher concentrations of gamma glutamyl
transferase (27.4 vs. 29.4 £ 0.63 U/L; P=0.01) were observed in the 4W duration and smaller
albumin concentrations in the -150 level (3.29 vs. 3.19 £ 0.03 g/dL; P=0.02). There was also
a trend towards smaller concentrations of glucose measured by glucometer in postpartum
blood at 3W duration (2.57 vs. 2.67 + 0.04 mM; P=0.09) and at the -50 level (2.57 vs. 2.68
0.04 mM; P=0.05). No differences were found for the concentrations of aspartate amino
transferase, triacylglycerol, cholesterol, globulin, bilirubin, glucose, non-esterified fatty acid
and beta-hydroxybutyrate in the blood. Regarding postpartum total calcium, there was also
no difference for duration (1.90 vs. 1.92 £ 0.015 mM; P=0.44) or level (1.90 vs. 1.92 £ 0.015
mM; P=0.30). There were trends towards a reduction in the risk of retained placenta (20.7 vs.
11.4 + 4.0 %; P=0.10) and subclinical hypocalcemia (82.7 vs. 71.7 £ 4.8 %; P=0.09) at level
-150 level. Productive performance, metabolism and health were modestly influenced by
manipulation of DCAD levels and durations, at least within the recommended range of 4 to 3

weeks and -50 to -150 mEqg/kg DM level of acidogenic supplementation in the prepartum diet.

Keywords: calcium, DCAD, metabolites, transition period, urinary pH
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2.1 INTRODUGAO

O periodo de transigcdo em vacas leiteiras é a passagem de um estado gestante néo
lactante para um estado ndo gestante e lactante (Drackley, 1999). O animal passa por varias
mudangas no organismo para sustentar o inicio da produgéao de leite (Trevisi e Minuti, 2017).
O incremento na exigéncia de energia, proteina e minerais € aumentado e 0 consumo nao
atende esta exigéncia (Drackley, 1999). Desta forma, a nutrigdo da vaca leiteira neste
momento tem sido alvo de muitas pesquisas e merece ser investigado detalhadamente.

O Ca é um mineral exigido em grandes quantidades para a produgao de colostro e
leite no pos-parto (Horst et al., 1997). Este mineral esta envolvido em varias fungées no
organismo € a sua baixa concentragcdo sérica caracteriza um quadro frequente de
hipocalcemia no pds-parto imediato (Goff, 2008). A estratégia bem estudada e documentada
na literatura é a utilizagao da diferenga cation-aniénica da dieta (DCAD) negativa (Block,
1984; Santos et al.,, 2019) no pré-parto. Esta estratégia induz uma acidose metabdlica
compensada e ajuda a vaca aumentar as concentragbes de Ca no pos-parto através da
mobilizagcao das reservas 6sseas e aumento da absorgéo intestinal (Goff, 2014). Niveis de
DCAD ideais que aumentam as concentragbes de Ca e portanto, recomendados pelo NRC
(2001), estao entre -50 e -150 mEq/kg de MS da dieta. Porém, qual seria o melhor nivel de
DCAD que ajuda a vaca ter um melhor periodo de transicdo ainda pode ser questionado
(Santos et al., 2019).

A incidéncia de hipocalcemia subclinica (HSC) nos rebanhos esta ao redor de 50%
(Reinhadt, 2011), sendo ainda motivo de preocupagao de muitos pesquisadores. A baixa
concentragdo de Ca no sangue € um fator de risco para doengas no pds-parto (Martinez et
al.,, 2012), desempenho reprodutivo (Martinez et al., 2012; Caixeta et al., 2017) e,
dependendo do momento poés-parto e de quantos dias persiste a baixa calcemia, pode

prejudicar o desempenho produtivo (McArt e Neves, 2020; Rajala-Schultz et al., 1999). A
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HSC portanto, é considerada uma “porta de entrada”, que pode aumentar o risco de outras
doengas no pés-parto e diminuir a produgéao de leite (Goff, 2008). Porém, alguns autores tem
demonstrado que vacas com HSC transitoria (HSCt), ou seja, tdo somente hipocalcémicas
nas primeiras 24 h pés-parto, produzem mais leite do que vacas normocalcémicas (Fillus,
2021; McArt e Neves, 2020).

A duragdo do periodo de suplementagcdo da dieta acidogénica também pode
influenciar no desempenho da vaca durante o periodo de transicdo. Duragdes muito
prolongadas de 42 dias afetam o desempenho produtivo e reprodutivo (Lopera et al., 2018).
No entanto, o estudo de Wu et al. (2014) ndo encontrou diferenca no desempenho dos
animais quando comparou as duragdes de 21, 28 e 42 dias. O estudo epidemiolédgico de
Vieira-Neto et al. (2021) encontrou que duragdes muito curtas e muito prolongadas afetam
negativamente o desempenho dos animais. O autor concluiu que as vacas se beneficiaram
com duragdes entre 3 a 4 semanas e melhoraram o desempenho produtivo, reprodutivo, a
saude e a sobrevivéncia neste periodo.

Tendo em vista, o nivel de DCAD negativa e a duragao do pré-parto ideais, nosso
estudo questionou qual seria a melhor associagao entre estas variaveis, que ajudassem a
vaca a atravessar o periodo de transigcdo com mais qualidade, sem prejudicar o desempenho
produtivo, reprodutivo e a longevidade. Portanto, os objetivos foram avaliar os efeitos de
duas duragdes do periodo de suplementacao acidogénica com dois niveis de DCAD negativa
no pré-parto, no desempenho produtivo, metabolismo, incidéncia de doencas e descarte no
pos-parto de vacas leiteiras multiparas. Nossa hipétese € que a DCAD -50 ou -150 mEqg/kg

de MS, por 21 ou 28 dias de duragao da suplementacao, produzem resultados similares.
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2.2 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana (Protocolo
numero 056/2021).

2.2.1 Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento experimental utilizado foi blocos completos casualizados, em
esquema fatorial 2x2, com 2 niveis de DCAD negativa: -50 (DCAD moderada) ou -150
mEg/kg MS (DCAD intensa) e 2 periodos de duracao: 21 dias (3W) ou 28 dias (4W) da
suplementacao acidogénica no pré-parto. As vacas foram blocadas por paridade no pré-
parto (1 vs. 22) e data prevista de parto, e dentro de cada bloco, foram alocadas
aleatoriamente para 1 dos 4 tratamentos. Os tratamentos foram organizados de acordo com
a duragao 3W ou 4W e o nivel -50 ou -150 e, portanto, foram designados: 3W-50, 3W-150,
4W-50 e 4W-150.

A fim de definir o periodo de duragdo com maior precisdao, a média de duragao da
gestacao dos animais no ultimo ano de parigdo da propriedade foi calculada. Desta forma, a
data de parto corrigida, foi ajustada para cinco dias a menos da data de parto prevista
inicialmente, o que correspondeu a uma duragcdo média de 275 d.

O DCAD foi calculado usando a seguinte formula: DCAD = [(mEq K + mEqg Na) - (mEq
Cl+ mEq S)] (Ender et al., 1971). As mudangas no nivel de DCAD foram alcangadas através
da manipulagao de diferentes quantidades do suplemento acidogénico utilizado. Todos os
ingredientes foram analisados anteriormente quanto ao seu conteudo macromineral, para
garantir que as dietas mantivessem o nivel de DCAD de -50 ou -150 mEqg/kg de MS durante
todo o periodo experimental.

Amostras de urina foram coletadas nos dias -21, -17, -13, -9, -5 e -1d em relacéo a

data do parto, por estimulagdo manual da regido perineal. O jato médio de urina foi coletado
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e amostras de 50 mL foram armazenadas em frascos devidamente identificados e o pH foi
mensurado apds ter passado 1h da coleta (phmetro medidor portatil HI98127 — Hanna
Instruments Inc.). A mensuragdo do pH de urina foi utilizada para confirmar se o nivel de
DCAD das dietas pre-parto estavam mantendo o mesmo nivel estabelecido desde o inicio
do experimento.
2.2.2 Vacas, alojamento e dieta

O experimento foi conduzido em rebanho comercial localizado em Castro, Parana,
Brasil (Latitude -24° 72’ 85” e Longitude -49° 75’ 83”), no periodo de novembro de 2021 a
abril de 2022. Um total de 196 vacas primiparas e multiparas da raga Holandés, prenhas
com 249 + 4 d de gestacao, foram inscritas no estudo, 84 que completaram a primeira
lactagao e 112 que completaram a segunda lactagado ou mais.

Os animais foram transferidos para os lotes pré-parto semanalmente, no periodo da
manha, de acordo com a data prevista de parto corrigida. Foram formados dois lotes para
abrigar os animais nos tratamentos nivel de DCAD -50 e -150 em dois diferentes barracdes.
Durante o pré-parto, foram alojados em instalagao do tipo compost barn, com camas de
serragem e ventiladores, em lotagéo de 10 a 12 m? por vaca. Apds o parto, as vacas foram
direcionadas para instalagao do tipo free stall, com 90% de lotagdo e permaneceram neste
lote (20,6 + 0,6 d), até a mudancga para o lote de alta producgao.

As dietas pré-parto foram formuladas para serem isonutricionais e com a mesma
inclusdo de forragem e composi¢gao mineral, com exceg¢ao das concentragbes dos anions
fortes (cloro e enxofre) que foram utilizados para manipular o nivel de DCAD em -50 ou -150
mEqg/kg de MS (Tabelas 1 e 2). As dietas foram formuladas de acordo com as novas
exigéncias nutricionais de vacas leiteiras no periodo de transigao (NASEM, 2021). As vacas

no pré e pés-parto foram alimentadas ad libitum na forma de dieta total misturada (TMR),
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uma vez ao dia, as 09h00 e as 06h00 , respectivamente, e as quantidades do oferecido
foram ajustadas diariamente, para resultar em pelo menos 10% de recusas de todo o lote.
As concentracdes de matéria seca (MS) das silagens foram monitoradas semanalmente, por
analise em equipamento tipo Koster (Koster Crop Tester Inc., Brunswick, OH), a fim de
ajustar as dietas caso fosse necessario.

O suplemento acidogénico Bovigold®, um produto da DSM - Nutritional Products
(Produto acidogénico A, Tabela 1) ja estava sendo fornecido, sendo exigido pela fazenda e
pelo nutricionista, ndo remover a totalidade deste suplemento da dieta experimental. O
segundo suplemento acidogénico utilizado no experimento para atingir os niveis de DCAD
estabelecidos, foi o Animate®, um produto da Phibro Animal Health Corporation (Produto
acidogénico B, Tabela 1). O Animate € um suplemento mineral acidogénico utilizado no pré-
parto de vacas durante o periodo de transigéo. Possui no minimo 32% de PB e a sua formula
€ a base de cloreto de amoénio, sulfato de magnésio e sulfato de Ca.

A temperatura ambiente e a umidade no interior de cada barracao dos lotes pré-parto
foram medidas em intervalos de 60 minutos (Thermo-hygrometer - MX2301A Data Logger
HOBO) a 2,5 m do piso, a fim de indicar algum grau de estresse calérico dos animais. O
indice de Temperatura-Umidade (THI) foi calculado de acordo com Yousef (1985) e é
relatado nas Figuras 1 e 2. THI =T + 0,36 x SD + 41,2; onde T = temperatura (°C) e SD =
ponto de orvalho (°C).

2.2.3 Manejo durante o parto

As vacas foram observadas quanto aos sinais do parto, e qualquer forma de
intervencao foi evitada, com excegado para os partos com duragao prolongada (>2 h). A
producdo de colostro foi mensurada e uma aliquota foi coletada para mensuragcado do Brix

através de um refratdbmetro digital (Cow Colostrum Tester — Soonda Official Store). Como
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parte do manejo da fazenda, todas as vacas no momento da ordenha do colostro receberam
uma solucdo de eletrdlitos de consumo voluntario (Nutridrench Salus Avril Group, Santo
Antonio de Posse, SP) e foram administradas doses de complexo vitaminico (15 mL,
Adaptador vitaminico), mineral (15 mL, Adaptador mineral) e aminoacidico (10 mL, Anabolic)
além de desvermifugadas. A coleta de sangue (Dia 0) foi realizada antes de qualquer
procedimento com os animais. Os bezerros nascidos foram pesados pela mensuragao do
perimetro toracico por fita métrica de pesagem de bovinos leiteiros.

2.2.4 Coleta e analise de amostras

Amostras dos volumosos e da TMR dos lotes pré-parto foram coletadas
quinzenalmente pelo mesmo amostrador, identificadas e armazenadas a -20°C até o
processamento. Todo o processamento e analises das concentragdes de MS, cinzas,
proteina bruta (PB), fibora em detergente neutro (FDN), fibora em detergente acido (FDA),
extrato etéreo (EE) e macrominerais foram realizadas pelo Laboratério de Bromatologia da
Universidade Federal do Parana. As amostras foram secas em estufa a 55°C por 72 h e
moidas para passar por uma tela de malha de 1mm de diametro em moinho estacionario
(Wiley Mill, Thomas Scientific, Swedesboro, NJ), e armazenadas até a analise.

A concentragao de MS foi determinada a 105°C por 24 h e cinzas foi avaliada a 550°C
por 8 h. Todas as analises foram determinadas segundo os métodos da AOAC (Official
Methods of Analysis of AOAC International, 2016). As fragdes de EE, FDN e FDA foram
adaptadas para equipamento tipo ANKOM 2000. A fragdo PB seguiu o método Kjeldahl. O
mineral Ca foi determinado por titulagcédo, P por colorimetria, Na e K por fotometriae Cl e S
por absorcao atédmica.

As vacas foram ordenhadas trés vezes ao dia (04h00, 12h00 e 19h00) em

ordenhadeira tipo carrosel com identificagdo automatica (GEA). A producéo de leite foi
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registrada individualmente por ordenha durante todo o experimento por meio de um medidor
automatico, e as mensuragdes foram arquivadas pelo software de gerenciamento de
rebanho DairyPlan. As amostras de leite foram obtidas por um tomador de amostra da
prépria ordenhadeira, que era acoplado no sistema, no momento da ordenha. Amostras
simples de leite, da ordenha da noite, foram coletadas semanalmente durante o periodo pés-
parto (20 £ 5 dias), e armazenadas sob refrigeragdo em frascos com o conservante bronopol
(2-bromo-2- nitropropano-1,3-diol), para analise. A concentragao de solidos no leite (gordura,
proteina, lactose e caseina) e o nitrogénio ureico no leite (NUL) foram medidos por analise
de infravermelho e a contagem de células somaticas (CCS), por citometria de fluxo, em
laboratério comercial (Associagdo Paranaense de Criadores de Bovinos da Raga
Holandesa). Como parte do manejo da fazenda, todos os animais a partir de 60 dias em leite
(DEL), dependendo da situagao de saude e do escore de condi¢cao (ECC), receberam doses
de somatotropina bovina (BST, Lactotropin) em intervalos a cada 10 dias.

A secrecgao diaria de energia no leite (EL, Mcal/d) foi calculada segundo o NASEM
(2021): EL =[(0,0929 x % gordura) + (0,0547 x % proteina) + (0,0395 x % lactose)] x kg de
leite. A producao de leite corrigida para energia (PLCE) foi calculada por: PLCE = EL/0,70.
Esse procedimento assume que o conteudo de energia no leite com 3,7% de gordura, 3,2%
de proteina e 4,6% de lactose é 0,70 Mcal/kg. A producgéo de leite corrigida para 4% de
gordura (PLC4%Gor) foi calculada com a equacao de Gaines (NASEM, 2021): PLC4%Gor
= (0,4 + 15 x % gordura/100) x kg de leite. A CCS foi transformada para uma escala linear
de 0 a 9 pela seguinte equagdo: CCS Linear = - 3,6438 + 1,4427 * Ln (CCS).

2.2.5 Peso corporal e ECC
As vacas foram pesadas e o ECC foi avaliado em uma escala de 1 a 5 pontos

(Wildman et al., 1982), no dia da entrada no lote pré-parto, no dia do parto e no dia que
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sairam do lote pds-parto. Os animais foram pesados no periodo da manhd antes da
alimentacgao, por uma fita métrica de pesagem de bovinos leiteiros, a partir da mensuragéo
do perimetro toracico. O peso corporal e o ECC foram determinados pelo mesmo avaliador
durante todo o experimento.

2.2.6 Amostragem e processamento do sangue

A partir de 268 dias de gestacéo (d-7 em relagdo a data do parto), o sangue foi
coletado de todas as vacas e, em seguida, nos dias 0, 1, 2, 3, 4, 7 e 14 pds-parto por puncéo
dos vasos sanguineos coccigeos em tubos evacuados com separador de soro de 9 mL. Os
tubos foram centrifugados por 15 min a 2.500 x g a temperatura ambiente e o0 soro
sobrenadante foi pipetado e distribuido em duplicatas de microtubos de 1,5 mL, e
posteriormente congelados a -20°C até a analise. Aliquotas dos dias 1, 2, 3 e 4 d pds-parto,
foram destinadas para analise de calcio total e avaliagdo da calcemia. Ja nos dias d-7, antes
da data prevista do parto, 0, 3, 7 e 14 d pds-parto, as aliquotas foram destinadas para analise
dos seguintes metabdlitos sanguineos: albumina, aspartato amino transferase (AST),
bilirrubina, colesterol, gama glutamil tranferase (GGT), glicose, globulina e triacilglicerol
(TAG). Por fim, amostras dos dias d-7, 0 e 7d, foram destinadas para anadlise das
concentragdes de acidos graxos nao esterificado (AGNE). As amostras foram analisadas em
equipamento bioquimico automatizado (BS200 Mindray Starlab) no Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria da Universidade Federal do Parana. Os metabdlitos AST, bilirrubina, GGT
e AGNE foram analisados pelo método cinético UV. Ja os metabdlitos colesterol e TAG pelo
método cinético colorimétrico. A glicose pelo método enzimatico colorimétrico. Albumina pelo
método colorimétrico verde de bromo-cresol. E por fim, no mesmo laboratério, o tCa foi

analisado pelo método colorimétrico Arsenazo lll.
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Amostras de sangue foram coletadas nos dias 1, 2, 3 e 4 pds-parto por pungao dos
vasos sanguineos coccigeos em tubos evacuados contendo heparina de sdédio.
Imediatamente apds a coleta, uma aliquota do sangue total foi utilizada para mensuragéo do
calcio ionizavel pelo analisador bioquimico portatil (i-STAT e cartuchos EG7+ Cartridge). A
analise foi realizada e distribuida aleatoriamente entre os tratamentos em 15% dos animais
inscritos no estudo.

Nos dias 3, 7 e 14 d pds-parto, foi feito o monitoramento das concentragdes de glicose
e corpos cetdnicos no sangue total ainda fresco, por meio de glicosimetro portatil digital e
tiras reagentes (FreeStyle Optium Neo Abbott).

2.2.7 Categorizagao de doencgas e sobrevivéncia

A incidéncia de doencas clinicas foi avaliada desde o parto até 60 dias apds o parto
e todas as doengas foram definidas antes de iniciar o estudo. Nenhum diagndstico de
hipocalcemia clinica ocorreu durante o experimento e nenhuma vaca recebeu qualquer tipo
de terapia contendo Ca (Ca oral ou injetavel) durante o experimento. Todas as vacas foram
acompanhadas durante o pods-parto, e qualquer vaca que apresentasse inapeténcia ou
queda na producéo de leite, foi examinada e diagnosticada pelo médico veterinario da
fazenda.

A retencao de placenta foi considerada como a falha de expulsar as membranas fetais
no prazo de 24 h apds o parto. A metrite puerperal foi definida pela presenca de secrecéo
aquosa fétida e avermelhada, com ou sem febre (239,5°C), até 20 DEL (Sheldon et al.,
2009). O deslocamento de abomaso foi realizado por ausculta e percussdo préximo as
fossas paralombares, confirmado durante a intervengdo cirurgica para corregao por
omentopexia. A mastite clinica foi diagnosticada antes de cada ordenha e todas as vacas

foram examinadas quanto a presenga de leite anormal em um ou mais quartos.
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Hipercetonemia foi definida como concentra¢des séricas de beta-hidroxibutirato (BHB) =
1,20 mM em pelo menos uma amostra coletada nos dias 3 e 7 pos-parto (McArt et al., 2013).

A morbidade incluiu vacas que apresentavam pelo menos uma das seguintes doengas
clinicas: retencdo de placenta, metrite puerperal, cetose, deslocamento de abomaso e
mastite. Vacas com mais de uma doenca clinica foram classificadas como portadoras de
multiplas doencgas. O descarte dos animais foi considerado até 60 DEL.

A incidéncia de hipocalcemia subclinica foi baseada em pelo menos duas amostras
com tCa sérico < 2,0 mM (Reinhardt et al., 2011) medidos em 1, 2, 3 e 4 d pds-parto. A
classificagao quanto aos tipos de hipocalcemia subclinica foi adaptado segundo metodologia
de McArt e Neves (2020). As vacas foram estratificadas de acordo com a concentracéo de
tCa total medido nos dias 1 e 4 pdés-parto. Portanto, foram considerados os seguintes
critérios: normocalcemia, quando concentragao de tCa > 2,0 mM no dia 1 e > 2,0 mM no dia
4; hipocalcemia subclinica transitéria (HSCt), quando concentracéo de tCa < 2,0 mM no dia
1 e > 2,0 mM no dia 4; hipocalcemia subclinica persistente (HSCp), quando concentragao
de tCa < 2,0 mM no dia 1 e < 2,0 mM no dia 4; e hipocalcemia subclinica atrasada (HSCa),
quando concentracido de tCa > 2,0 mM no dia 1 e < 2,0 mM no dia 4.
2.2.8 Analise estatistica

As variaveis foram analisadas pelo programa estatistico SAS versédo 9.4 (SAS
University Edition, Cary, NC). Os dados pré e pés-parto foram analisados separadamente e
a vaca foi considerada como unidade experimental. As variaveis continuas foram analisadas
com modelos lineares de efeitos mistos pelo procedimento MIXED do SAS. Para os dados
com medida unica no tempo, o modelo estatistico incluiu os efeitos fixos de duragéo (3W vs.
4W), nivel (-50 vs. -150), paridade (1 ou = 2), suas interagdes e o efeito aleatorio de bloco.

Para os dados de metabdlitos sanguineos pré-parto, o dia real de coleta em relagao ao parto,
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foi incluido como covariavel no modelo. Para as variaveis com medida repetida, o modelo
incluiu os efeitos fixos de duracdo, nivel, paridade, tempo e suas interagdes, e os efeitos
aleatorios de bloco e de vaca aninhada dentro de tratamento. A lactacéo prévia foi incluida
como covariavel no modelo estatistico para analisar os dados de produgdo e composi¢ao do
leite. As seguintes estruturas de covariancia foram testadas: auto regressiva de primeira
ordem [AR(1)]; estrutura de poténcia espacial [SP(POW)]; ndo estruturada (UN); simetria
composta (CS); e Toeplitz (TOEP), e aquela que apresentou o menor valor do critério de
informagdo de Akaike corrigido (AICC) foi selecionada. O comando SLICE do SAS foi
utilizado para estratificar as interagdes entre tratamento e tempo.

A normalidade dos residuos e a homogeneidade da variancia foram examinadas para
cada variavel dependente continua analisada. Aquelas que n&ao apresentaram normalidade
foram submetidas a transformacgao de acordo com o procedimento Box-Cox (Box e Cox,
1964) usando uma macro para modelos mistos no SAS (Piepho, 2009). As médias dos
minimos quadrados e o erro padrdao médio foram novamente transformados para
apresentacao dos resultados de acordo com Jgrgensen e Pedersen (1998).

As variaveis binarias foram analisadas por modelos lineares generalizados de efeitos
mistos usando regressao logistica com o procedimento GLIMMIX do SAS. Os modelos
estatisticos incluiram os efeitos fixos de duracao, nivel e suas interagdes e o efeito aleatdrio
de bloco. A significancia estatistica para todas as variaveis foi considerada em P< 0,05, e a

tendéncia foi considerada em 0,05 < P<0,10.

2.3 RESULTADOS

Apoés a aplicagao dos critérios de excluséo, 177 vacas foram incluidas nas analises

estatisticas, 76 que completaram a primeira lactacdo e 101 que completaram a segunda
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lactacdo ou mais. A Tabela 3 descreve os motivos de exclusdo e o0 numero de animais por
tratamento que foram incluidos nas analises estatisticas.

O pH de urina foi alterado pelo nivel de DCAD negativa no pré-parto (P < 0,01). As
vacas tiveram 7,0 e 5,8 + 0,1 unidades de pH nos tratamentos -50 e -150, respectivamente
(Figura 3). A duragdo do periodo de suplementacado pré-parto foi diferente entre os
tratamentos. Animais atribuidos na duragao 3W, permaneceram 25,5 £ 0,6 dias no lote pré-
parto, e animais atribuidos na duragéo 4W, permaneceram 31,5 + 0,6 dias (P < 0,01, Tabela
4). As variaveis lactagao prévia, duracdo da lactagcado prévia, duracdo do periodo seco,
duracao da gestacao, duragcao do pos-parto e dia real de coleta de sangue no periodo preé-
parto nao diferiram entre os tratamentos (Tabela 4).

2.3.1 Desempenho produtivo

O peso corporal e o ECC sao apresentados na Tabela 5. Os animais da duragao 3W
pesaram menos (P = 0,01) no dia que entraram no lote pré-parto (3W, 702,2 vs. 4W, 726,0
1 6,5 kg) e tenderam a serem mais leves (P = 0,08) no dia do parto (3W, 733,1 vs. 4W, 748,6
* 6,5 kg). No entanto, uma tendéncia (P = 0,07) foi observada para a mudanga no peso
corporal entre o pré-parto e o pés-parto, no qual, as vacas na duracdao 3W perderam menos
peso (3W, -32,6 vs. 4W, -47,1 + 6,5 kg) em relagao as vacas na duragao 4W. O peso da cria,
o ECC e a mudancga no ECC pré-parto e pds-parto nao diferiram entre os tratamentos.

A producéo de leite, os componentes do leite, o NUL, o escore de CCS, a producéao
de colostro e o Brix do colostro sdo apresentados na Tabela 6. A produgao de leite nas
primeiras 14 semanas € apresentada na Figura 4. As concentra¢des de gordura, proteina e
lactose do leite sdo apresentadas na Figura 5. Uma tendéncia (P = 0,06) foi observada para
o0 aumento no teor de gordura do leite para a duragdo 4W (3W, 3,8 vs. 4W, 3,9+ 0,1 %). O

NUL tendeu (P = 0,10) aumentar na duragao 4W (3W, 13,5 vs. 4W, 14,7 £+ 0,6 mg/dL), e
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diminuir (P = 0,05) no nivel -150 (-50, 14,8 vs. -150, 13,5 + 0,6 mg/dL). A produgédo de leite
nas primeiras 14 semanas de lactagdo, a PLCE, a PLC4%Gor, o rendimento dos
componentes do leite, o escore de CCS linear, a produg¢ao de colostro e o Brix do colostro
n&o diferiram entre os tratamentos.

2.3.2 Metabdlitos sanguineos

Os metabdlitos sanguineos foram analisados separadamente, porém, as
concentracdes pré e pos-parto sdo apresentados na mesma figura para cada metabdlito. Os
metabdlitos sanguineos pré-parto sdao apresentados na Tabela 7. Nao foram encontradas
diferencas entre os tratamentos. Apenas uma tendéncia (P = 0,05) foi encontrada na
interacado duracao e nivel para o metabdlito bilirrubina. Os metabdlitos sanguineos pés-parto,
as concentragdes de calcio idnico e de calcio total e as concentragdes de glicose e BHB
medidos pelo glicosimetro sdo apresentados na Tabela 8. A concentracédo da enzima GGT
foi menor (P = 0,01) para a duragao 3W (3W, 27,4 vs. 4W, 294 + 0,6 U/L) em relacéo a
duracédo 4W. As enzimas GGT e AST sao apresentadas na Figura 6. A reducéo no nivel de
DCAD para -150 aumentou (P = 0,01) a concentragao de TAG (-50, 8,0 vs. -150, 8,5 + 0,1
mg/dL) e diminuiu (P = 0,02) a concentragao de albumina (-50, 3,3 vs. -150, 3,2 £ 0,03 g/dL)
no soro, em relacdo ao nivel -50. As concentracdes de TAG e colesterol sao apresentadas
na Figura 7 e as concentragcbes de albumina e globulina na Figura 8. Tendéncias foram
encontradas para a glicose medida pelas fitas reagentes e o glicosimetro. A concentragéo
de glicose tendeu ser menor (P = 0,09) para a duragao 3W (3W, 2,6 vs. 4W, 2,7 + 0,04 mM)
e tendeu ser menor (P = 0,05) para o nivel -50 (-50, 2,6 vs. -150, 2,7 £ 0,04 mM). As
concentragdes de glicose e BHB medidos pelo glicosimetro sdo apresentados na Figura 12.
Uma tendéncia (P = 0,09) foi encontrada na interagdo duragéo e nivel para o metabdlito

colesterol; o tratamento 4W-50 tendeu (P = 0,07) uma maior concentragdo de colesterol no
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dia 14 de coleta. A concentragao de globulina tendeu (P = 0,07) ser maior no tratamento 4W-
50. As concentragdes de bilirrubina (Figura 9), glicose e AGNE (Figura 10) e iCa e tCa (Figura
11) ndo diferiram entre os tratamentos.

2.3.3 Saude e sobrevivéncia

Os efeitos da duragao e do nivel de DCAD na saude, doencas e sobrevivéncia séo
apresentados na Tabela 9. A reducao do nivel de DCAD para -150 tendeu (P = 0,10) a
diminuir a incidéncia de retencao de placenta (-50, 19,9 vs. -150, 10,8%), tendeu (P = 0,09)
a diminuir a HSC (-50, 83,6 vs. -150, 72,6%) e tendeu (P = 0,10) a diminuir a incidéncia de
HSC persistente (-50, 52,1 vs. -150, 37,7%) em relagdo ao nivel -50. Os tratamentos nao
influenciaram na incidéncia de metrite, cetose, deslocamento de abomaso, mastite, HSC
transitoria e HSC atrasada. E também né&o influenciaram nos eventos de morbidade,

multiplas doengas, morte e descarte dos animais.

2.4 DISCUSSAO

O objetivo foi avaliar duas duragdes de suplementagao acidogénica no pré-parto, 21
ou 28 dias, associadas com dois niveis de DCAD negativa, -50 ou -150 mEq/kg MS, de vacas
leiteiras multiparas, em um rebanho comercial de alta produtividade. De maneira geral, o
desempenho produtivo, o metabolismo, a saude e o descarte dos animais n&o diferiram entre
os tratamentos, o que confirma a nossa hipotese inicial.

O nivel de DCAD ideal para otimizar a saude e o desempenho de vacas multiparas
ainda pode ser melhor definido (Santos et al., 2019). E sabido que a reducdo do DCAD
aumenta a concentragado de Ca, a producgao de leite e melhora a saude de vacas multiparas
(Lean et al., 2019; Santos et al., 2019). O intervalo recomendado no nivel de DCAD em
dietas pré-parto, para reduzir o risco de hipocalcemia em vacas leiteiras, foi sugerido entre

os niveis -50 a -150 mEqg/kg MS (NRC, 2001). Dietas com DCAD negativo induzem uma
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acidose metabdlica compensada que aumenta a sensibilidade do tecido ao PTH e permite a
restauracdo da homeostase do Ca, o qual, previne o desenvolvimento da hipocalcemia
clinica (febre do leite) e minimiza a incidéncia da hipocalcemia subclinica (Goff, 2014). A
acidose metabdlica € alcangada pela manipulacdo da composi¢cao mineral da dieta, através
da suplementacgao de anions fortes (DeGaris e Lean, 2008). A maior absorgcao destes anions
pelo intestino resulta na reducdo do excesso de base no sangue e na retengéo de ions H+,
que consequentemente reduz o pH sanguineo.

A dieta com DCAD negativa, além de induzir uma acidose metabdlica compensada,
também aumenta a excrec¢ao urinaria de H+ (Hu e Murphy, 2004), o que reduz o pH da urina.
O pH urinario foi diferente entre os tratamentos -50 e -150 mEqg/kg MS neste estudo, sendo
portanto, uma ferramenta que fornece a magnitude do estado acido-basico sistémico em
vacas leiteiras alimentadas com dietas acidogénicas (Constable et al., 2019). Era esperado
que o nivel de DCAD -50 apresentasse pH ao redor de 7,0 e o nivel de DCAD -150, pH ao
redor de 5,5, o que foi aproximadamente alcangado nos tratamentos deste estudo.

As concentragdes médias de tCa das vacas deste experimento, de maneira geral,
foram menores do que as médias encontradas na literatura. O limiar de tCa de uma vaca
normocalcémica é considerado 2,0 mM (Caixeta et al., 2017; Reinhardt, 2011). Desta forma,
para nao superestimar as vacas categorizadas como HSC, escolhemos o limiar de 2,0 mM
proposto por Reinhardt (2011), ao invéz do limiar de 2,15 mM proposto no estudo de Martinez
et al. (2012). Em nosso experimento, as vacas apresentaram concentragées médias de tCa
< 2,0 mM, sugestivo que a baixa calcemia pode ser uma caracteristica “endémica” do
rebanho. Entretanto, a baixa concentracédo de tCa n&o foi um obstaculo para o desempenho
produtivo das vacas neste estudo, mesmo que a incidéncia de HSC encontrada possa ter

sido superestimada e a HSC crénica ter sido elevada. Em estudos recentes, vacas com baixa
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concentracdo de tCa produziram mais leite do que vacas consideradas normocalcémicas,
sugestivo que o grau de HSC seja transitorio. A concentracdo de tCa no soro de vacas
produzindo 50 kg/d de leite € menor que 2,0 mM (Ramberg, 1984). Valores baixos de tCa
foram encontrados por Weich et al. (2013), porém as vacas deste trabalho produziram menos
leite do que as vacas do presente estudo.

No estudo de Jawor et al. (2012), vacas multiparas com HSC as 24 h (tCa < 1,80 mM)
ap6s o parto, tenderam a produzir 5,7 kg/d a mais de leite até a quarta semana em
comparagao com vacas normocalcémicas. A baixa concentragcédo de tCa pode ocorrer pelo
aumento do dreno de calcio que € necessario para sustentar o aumento abrupto da produgao
de leite, ndo necessariamente este fendbmeno seja negativo para a vaca, desde que nao
afete a sua saude. McArt e Neves (2020), ao categorizar os tipos de HSC de acordo com a
paridade e o DEL de amostragem de tCa, também observaram que vacas com HSCt
produziram mais leite do que vacas normocalcémicas, e vacas com HSC crbnica (atrasadas
ou persistentes) também apresentaram menor producgao. Portanto, a HSCt ndo prejudica a
producao de leite e pode estar associado a uma maior producao (Jawor et al., 2012; Neves
et al., 2018a; Venjakob et al., 2018; McArt e Neves, 2020). O que contradiz com 0s nossos
achados, é o aumento da incidéncia de HSC crénica em relacdo aos animais com HSCt,
com a elevada producao de leite das vacas neste estudo, esperavamos que a incidéncia de
HSCt fosse maior do que a HSCp.

Couto Serrenho et al. (2021), em um experimento de campo em 4 fazendas leiteiras
no Canada, onde atribuiram 15 parcelas para dietas no pré-parto, metade com um DCAD
médio de +105 (7 parcelas) e a outra metade com um DCAD médio de -108 mEqg/kg MS (8
parcelas), concluiram que a alimentagdo com dietas acidogénicas melhorou o desempenho

produtivo em vacas multiparas, ao passo que quando o numero de lactacbes aumenta, o
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risco de febre do leite também aumenta (DeGaris e Lean, 2008; Reinhardt et al., 2011;
Venjakob et al., 2017).

A tendéncia no aumento do teor de gordura no leite neste estudo pode ser explicada
pelo maior peso corporal das vacas na duragao 4W no dia que entraram no pré-parto e no
dia do parto. Estes animais perderam mais reservas corporais para sustentar a lactagao e
consequentemente tiveram um maior teor de gordura no leite, provavelmente acidos graxos
pré-formados de cadeia longa, mas a tendéncia nio foi extrapolada para a produgao de
gordura em kg/d. A gordura no leite pode ser uma medida indireta de lipomobilizagao
(Bauman, 1999; Carrari et al., 2023). O peso corporal nao foi utilizado como critério de
blocagem em nosso estudo, porém a lactacao prévia nao foi diferente entre os tratamentos,
sugestivo que as vacas em ambos os tratamentos tiveram a mesma capacidade produtiva
independente do peso corporal.

A duragao da suplementacao da dieta acidogénica no periodo pré-parto pode estar
associada ao desempenho produtivo, reprodutivo e saude dos animais. A duragao do pre-
parto ja foi estuda por alguns autores (Lopera et al., 2018; Weich et al., 2013; Wu et al.,
2014), e uma duracédo de 42 dias ou mais é prejudicial para o desempenho produtivo e
reprodutivo (Lopera et al., 2018; Vieira-Neto et al., 2021). Os nossos resultados confirmam
os achados do estudo epidemiolégico de Vieira-Neto et al. (2021), no qual vacas multiparas
apresentaram melhor desempenho quando a duracéo do pré-parto € de 21 a 28 dias, sendo
conveniente para o produtor manejar os animais dentro deste intervalo. E possivel que as
duragbes 3W e 4W estejam associadas a um melhor suprimento de nutrientes para
mamogénese no final da gestacdo (Capuco et al., 1997). Vale ressaltar que, a nossa

tentativa de corrigir a data prevista de parto, de acordo com a duragédo média de gestagao



63
do ultimo ano de paricdo do rebanho, distanciaram nossos tratamentos de 21 e 28 d para
25,5 e 31,5 d, respectivamente.

Em nosso experimento ndo houve incidéncia de hipocalcemia clinica ou pelo menos
nenhum animal precisou receber algum tratamento com calcio, oral ou injetavel. A dieta
acidogénica também desempenha um papel importante no controle de doengas no pos-parto
imediato. No presente experimento, as incidéncias de retencao de placenta e hipocalcemia
sublinica tenderam ser menores para o nivel de DCAD -150 mEqg/kg MS. Na meta-analise
de Santos et al. (2019), os autores encontraram que a redugao do nivel de DCAD diminuiu
o risco de doengas uterinas. A reducgao do risco de doencgas no pés-parto se da pelo aumento
das concentragdes sanguineas de Ca, que aumenta a motilidade da musculatura lisa e
melhora o desempenho reprodutivo e imunoldgico. E interessante notar em nosso estudo,
que apesar da alta incidéncia de HSC e alta producéo de leite das vacas, os animais tiveram
um risco modesto de morbidade (38,4% de morbidade geral), sugestivo que as vacas
souberam lidar bem com o metabolismo de Ca durante o periodo de transicdo. Vacas
multiparas sédo frequentemente alimentadas com dietas contendo suplementos acidogénicos
para reduzir o risco de hipocalcemia com beneficios evidentes para a saude (Lean et al.,
2019; Santos et al., 2019; Couto Serrenho et al., 2021).

Em geral, os metabdlitos sanguineos ndo foram diferentes entre os tratamentos. As
vacas no poés-parto passam por um periodo de hipoglicemia devido ao aumento abrupto de
dreno de glicose para sustentar a producédo de leite e a lactose (Bell, 1995). Podemos
especular que as baixas concentracées de BHB e AGNE podem ser parcialmente explicadas
pelo uso de colina protegida ruminalmente na dieta pré-parto, sugestivo de aumento da
eficiéncia do uso de reservas para sustentar a lactagao que se inicia (Arshad et al., 2019). O

bom manejo de ECC adotado na fazenda pode também estar associado as baixas
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concentragdes destes metabdlitos no sangue. As baixas concentracdes desses metabdlitos
associado a uma perda ndo exarcebada de ECC, interfere positivamente nas fungdes
produtivas e reprodutivas de vacas leiteiras (Roche et al., 2009). As vacas de maneira geral
tiveram uma saude hepatica condizente com o desempenho produtivo e saude satisfatoria.
Embora, as vacas no nivel -50 parecem ter sofrido mais devido uma observagdo numérica
no evento morbidade, isto nao foi um impeditivo para o bom desempenho lactacional, como
observado.

Tendéncias foram observadas para aumento de glicose medida pelo glicosimetro nos
tratamentos duracédo e nivel, porém nao foi observado o mesmo aumento para glicose
mensurada nas amostras de soro no analisador bioquimico automatizado no laboratério. De
fato ha citagdes que afirmam que a correlacéo entre as duas ferramentas de analise, no caso
da glicose, nao € tao alta. No inicio da lactagao a glicose tem como destino prioritario a
glandula mamaria, sendo precursora para a sintese de lactose. Esta portanto, tem como
funcdo a regulacdo osmatica para produgao de colostro e leite (Bauman e Currie, 1980).
Neste momento, a maior demanda de glicose para atender a produgao de leite € suprida
pela gliconeogénese (Herdt, 2000). Desta forma, nossos achados n&o sustentam que a
duracéo 4W e o nivel -150 possam ter aumentado a concentragao de glicose plasmatica, o
que seria interessante.

O figado é um 6rgao vital para a vaca neste momento do ciclo produtivo, com a
capacidade de filtrar todo o sangue portal vindo dos tecidos (Horst et al, 2021). Durante o
processo inflamatdrio o figado inicia a sintese de proteinas de fase aguda que auxiliam na
resposta imune e desintoxicagao (Strnad et al., 2017). Estas proteinas de fase aguda podem
ser classificadas em positivas ou negativas (Kushner e Mackiewicz, 1987), e aumentam ou

diminuem de acordo com o processo inflamatorio. A albumina € uma proteina de fase aguda
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negativa, e a sua reducdo € indesejavel, pois € um indicativo do aumento de proteinas
inflamatorias de fase aguda positiva, que levardo a uma resposta inflamatoria intensa e
exacerbada. Em nosso estudo, o nivel -150 reduziu a concentragcéo de albumina, sugestivo
que as vacas neste tratamento estavam passando por uma ativagdo do processo

inflamatorio.

2.5 CONCLUSOES

O desempenho produtivo, o metabolismo e a saude de vacas leiteiras multiparas
foram pouco influenciados pela manipulacao dos niveis e dura¢des de DCAD, pelo menos
dentro da faixa recomendada de 4 a 3 semanas e nivel de -50 a -150 mEqg/kg MS de
suplementacao acidogénica na dieta pré-parto. O nivel -150 tendeu a reduzir o risco de
retencao de placenta e HSC, porém, com a mesma resposta em producgao de leite. Ja quanto
a duragao da suplementagao acidogénica, nossos resultados sugerem que 3 semanas de
DCAD negativo no pré-parto ja sao suficientes para colher os beneficios das dietas

acidogénicas.
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

O conhecimento das estratégias de aumento do Ca plasmatico e do metabolismo de
Ca durante o periodo de transi¢ao € fundamental para o sucesso no desempenho produtivo
e reprodutivo de vacas leiteiras. Por este motivo, a pratica de suplementacdo de dietas
acidogénicas € uma estratégia efetiva, de adogdo crescente e, muito provavelmente,

definitiva na prevencgéo da hipocalcemia em rebanhos leiteiros. Entretanto, o valor exato da



72
DCAD negativa ideal suplementado no periodo de transicéo ainda n&o foi estabelecido, bem
como a duracgéo exata do periodo de suplementacdo ainda € motivo de controvérsia.

O desempenho produtivo, 0 metabolismo e a saude de vacas leiteiras multiparas
foram pouco influenciados pela manipulagado dos niveis e duragdes de DCAD, pelo menos
dentro da faixa recomendada de 4 a 3 semanas e nivel de -50 a -150 mEqg/kg MS de
suplementagao acidogénica na dieta pré-parto. O nivel -150 tendeu a reduzir o risco de
retencao de placenta e HSC, porém, com a mesma resposta em producgao de leite. Ja quanto
a duracdo da suplementagao acidogénica, nossos resultados sugerem que 3 semanas de
DCAD negativo no pré-parto ja sado suficientes para colher os beneficios das dietas

acidogénicas.
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Tabela 1. Composicéo dos ingredientes das dietas pré e pos-parto

Pré-parto

Ingrediente, % da MS -50 -150 Po6s-parto
Silagem de milho 60,8 59,8 37,2
Silagem de aveia 7,1 7,0 --
Palha de trigo 4,9 4,8 --
Pré-secado de azevém -- -- 6,2
Farelo de soja 14,9 14,6 13,6
Farelo de soja de baixa degradabilidade’ 5,1 5,1 -
Graos secos de destilaria com soluveis -- -- 6,0
Casca de soja -- -- 1,1
Levedura liquida 2.1 2.1 1,7
Residuo de cervejaria -- -- 5,2
Silagem de grao umido de milho -- -- 141
Milho gréo moido - - 2,8
Caroco de algodao -- -- 5,5
Acgucar - - 2,0
Sais célcicos de acidos graxos? - - 0,8
Produto acidogénico?® A 1,2 1,2 --
Produto acidogénico* B 1,3 2,8 -
Nucleo micromineral e vitaminico pré-parto® 0,4 0,4 --
Nucleo mineral e vitaminico lactagéo® - - 2,7
Colina protegida ruminalmente’ 0,3 0,3 -
Adsorvente de micotoxinas® 0,2 0,2 0,3
Metionina protegida ruminalmente® 0,1 0,1 0,1
Calcario 1,6 1,6 -
Cloreto de potassio -- -- 0,3
Bicarbonato de sédio - - 0,4

'Soypass (Cargil®).

2Nutrigordura (Nutricorp®).

3Bovigold®: 10,6% Ca, 3,0% P, 9,0% S, 2,0% Mg, 3,1% Na, 13,0% CI, 12,0 mg/kg Co, 600,0 mg/kg
Cu, 30,0 mg/kg Cr, 600,0 mg/kg Fe, 60,0 mg/kg I, 1.600,0 mg/kg Mn, 16,0 mg/kg Se, 2.400,0 mg/kg
Zn, 80,0 mg/kg biotina, 480.000,0 Ul/kg vitamina A, 200.000,0 Ul/kg vitamina D, 12.000,0 Ul/kg
vitamina E, 1,5 x 10° UFC/kg Saccharomyces cerevisiae, 500,0 mg/kg monensina, 300,0 mg/kg F.
4Animate®: 38,2% PB, 1,4% Ca, 13,9% Cl, 5.5% S, 0.4% P, 0.6% K, 4,8% Mg, 0,3% Na, 109,0 mg/kg
Fe, 71,4 mg/kg Zn, 21,9 mg/kg Cu, 39,8 mg/kg Mn, 0,5 mg/kg Se, 0,2 mg/kg Co.

SConteudo:1.679 mg/kg Cu, 4.399 mg/kg Mn, 7.197 mg/kg Zn, 172 mg/kg |, 46 mg/kg Co, 50 mg/kg
Se, 1.429.610 Ul/kg de Vit. A, 604.830 Ul/kg de Vit. D3, 32.991 Ul/kg de Vit. E, 1.409,0 mg/kg
monensina.

6Conteudo: 17,5% Ca, 1,7% P, 4,0% Mg, 8,6% Na, 0,1% CI, 2,2% S, 2.240,0 mg/kg Zn, 400,0 mg/kg
Cu, 16,0 mg/kg I, 1.120,0 mg/kg Mn, 11,2 mg/kg Co, 14,4 mg/kg Se, 16,0 mg/kg Cr, 160.000,0 Ul/kg
Vit A, 57.600 Ul/kg Vit. D3, 960,0 Ul/kg Vit. E, 64,0 mg/kg biotina, 480,0 mg/kg monensina.
"Cholipearl (Kemin®).

8Mycosorb (Alltech®).

°Smartamine (Adisseo®).



Tabela 2. Composi¢ao dos nutrientes das dietas pré e pds-parto

Pré-parto

ltem -50 -150 Poés-parto
MS, % 39,7 40,1 46,1
PB, % 16,3 16,6 17,8
FDN, % 32,8 32,5 28,8
FDN forragem, % 29,3 28,9 17,1
FDA, % 18,1 17,9 16,0
EE, % 2,8 2,8 5,1
CNF', % 40,9 40,3 42,2
Amido, % 23,9 23,6 26,7
Cinzas, % 8,4 8,6 7,8
Ca, % 1,16 1,16 0,79
P, % 0,30 0,30 0,40
Mg, % 0,32 0,38 0,30
K, % 1,11 1,10 1,05
Na, % 0,09 0,09 0,38
Cl, % 0,62 0,81 0,35
S, % 0,36 0,43 0,25
DCAD?, mEq/kg -73,2 -174,7 178,7

'Calculado da seguinte forma: CNF = 100 — (PB + EE + (FDN — PIDN) + Cinzas).
2Calculado da seguinte forma: DCAD = [(mEq K) + (mEqg Na)] - [(mEq Cl) + (mEq
S)l.



88

@ Co
o B
1 )
*

*

*

TH
(o]
0]

(o2}

P

1

*
* ¢ o
* S0
* 4
* e
*

1

*»
*
»

»
*

10111213141516171819202122232
Horas

o
-
N -
w -
g
o1 -
o -
~ -
o -
o -

Figura 1. indice de Temperatura e Umidade (THI) dentro do barracdo nivel -50 durante o pré-parto.
2688 gravacgdes em intervalos de 60 minutos. THI: 69,4 + 4,67 (média £ DP). Proporgdo THI > 68:
58,6% das vezes. Temperatura: 21,8 £ 4,01 °C. Umidade: 78,9 £ 11,21%.
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Figura 2. indice de Temperatura e Umidade (THI) dentro do barraco nivel -150 durante o pré-parto.

2688 gravacdes em intervalos de 60 minutos. THI: 69,0 = 4,59 (média £ DP). Proporcao THI > 68:
53,1% das vezes. Temperatura: 21,3 £ 3,93 °C. Umidade: 82,1 £ 11,62%.
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Figura 3. pH de urina em relagao ao parto, de vacas leiteiras alimentadas com dois niveis de DCAD
negativa (-50 ou -150 mEq/kg de MS) e dois periodos de duracao (3W ou 4W) da suplementacao
acidogénica no pré-parto. A média ajustada e o EPM foram: 3W-50= 7,04 + 0,096; 3W-150 = 5,82 £
0,099; 4W-50 = 6,87 + 0,083; e 4W-150 = 5,84 + 0,081. Efeito da duracdo (P = 0,38), de nivel (P <
0,01) e interacdes entre duracao, nivel e dia (P = 0,42). As barras de erro representam o EPM.
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Figura 4. Producdo de leite (kg/d) nas primeiras 14 semanas de lactacdo, de vacas leiteiras
alimentadas com dois niveis de DCAD negativa (-50 ou -150 mEqg/kg de MS) e dois periodos de
duracéao (3W ou 4W) da suplementacao acidogénica no pré-parto. A média ajustada e o EPM foram:
3W-50 = 47,4 + 1,51, 3W-150 = 46,1 + 1,47; 4W-50 = 46,9 + 1,48; 4W-150 = 46,8 + 1,47 kg/d.
Interacbes entre duracgao, nivel e dia (P = 0,57). As barras de erro representam o EPM.
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Figura 5. Concentragdes de gordura (A), proteina (B) e lactose (C) do leite durante o pés-parto de
vacas leiteiras alimentadas com dois niveis de DCAD negativa (-50 ou -150 mEg/kg de MS) e dois
periodos de duracgao (3W ou 4W) da suplementagao acidogénica no pré-parto. (A) interagdes entre
duragéo, nivel e semana (P = 0,82); (B) interagbes entre duragéo, nivel e semana (P = 0,56); e (C)
interacdes entre duracao, nivel e semana (P = 0,07). As barras de erro representam o EPM.
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Figura 6. Concentragdes das enzimas GGT (A) e AST (B) no soro de vacas leiteiras alimentadas com
dois niveis de DCAD negativa (-50 ou -150 mEq/kg de MS) e dois periodos de duragéo (3W ou 4W)
da suplementacgao acidogénica no pré-parto. (A) interagdes pré-parto entre duracao e nivel (P = 0,56);
interagbes pos-parto entre duragao, nivel e dia (P = 0,50). (B) interagbes pré-parto entre duragéo e
nivel (P = 0.93); interagbes pods-parto entre duracado, nivel e dia (P = 0.58). As barras de erro
representam o EPM.
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Figura 7. Concentragdes de TAG (A) e colesterol (B) no soro de vacas leiteiras alimentadas com dois
niveis de DCAD negativa (-50 ou -150 mEqg/kg de MS) e dois periodos de duracao (3W ou 4W) da
suplementacgao acidogénica no pré-parto. (A) interacdes pré-parto entre duracao e nivel (P = 0,12);
interagbes pos-parto entre duragao, nivel e dia (P = 0,64). (B) interagbes pré-parto entre duragéo e
nivel (P = 0,19); interacbes pos-parto entre duracao, nivel e dia (P = 0,04). As barras de erro

representam o EPM.
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Figura 8. Concentragdes de albumina (A) e globulina (B) no soro de vacas leiteiras alimentadas com
dois niveis de DCAD negativa (-50 ou -150 mEqg/kg de MS) e dois periodos de duracao (3W ou 4W)
da suplementagao acidogénica no pré-parto. (A) interagdes pré-parto entre duragéo e nivel (P=0,41);
interagbes pos-parto entre duragao, nivel e dia (P = 0,91). (B) interagbes pré-parto entre duragéo e
nivel (P = 0,54); interacbes pos-parto entre duracao, nivel e dia (P = 0,99). As barras de erro
representam o EPM.
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Figura 9. Concentragdes de bilirrubina no soro de vacas leiteiras alimentadas com dois niveis de
DCAD negativa (-50 ou -150 mEqg/kg de MS) e dois periodos de duracao (3W ou 4W) da
suplementacédo acidogénica no pré-parto. Interagdes pré-parto entre duracdo e nivel (P = 0.05);
interagcbes pods-parto entre duracao, nivel e dia (P = 0.17). As barras de erro representam o EPM.



Glicose. mM
B o N
o [$;] o

N
3

-
o

AGNE, mM

103

A - 3W-50

——3W-150
oo AW-50
—a— 4W-150

Dias

Figura 10. Concentragdes de glicose (A) e AGNE (B) no soro de vacas leiteiras alimentadas com dois
niveis de DCAD negativa (-50 ou -150 mEq/kg de MS) e dois periodos de duragéo (3W ou 4W) da
suplementacgao acidogénica no pré-parto. (A) interacdes pré-parto entre duracao e nivel (P = 0,59);
interagbes pos-parto entre duragao, nivel e dia (P = 0,24). (B) interagbes pré-parto entre duragao e
nivel (P = 0,52); interagdes pos-parto entre duragao, nivel e dia (P = 0,88). As barras de erro
representam o EPM.
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Figura 11. Concentragbes de tCa (A) no soro e iCa (B) de vacas leiteiras alimentadas com dois niveis
de DCAD negativa (-50 ou -150 mEqg/kg de MS) e dois periodos de duracao (3W ou 4W) da
suplementacgéo acidogénica no pré-parto. (A) interacdes entre duracgao, nivel e dia (P = 0,51). (B)
interagdes entre duragao, nivel e dia (P = 0,31). As barras de erro representam o EPM.
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Figura 12. Concentracdes de glicose (A) e BHB (B) medidos durante o pds-parto de vacas leiteiras
alimentadas com dois niveis de DCAD negativa (-50 ou -150 mEqg/kg de MS) e dois periodos de
duracéao (3W ou 4W) da suplementagao acidogénica no pré-parto. Mensuracao realizada através de
glicosimetro portatil e tiras reagentes. (A) interagdes entre duragéo, nivel e dia (P = 0,35). (B)
interagdes entre duragao, nivel e dia (P = 0,25). As barras de erro representam o EPM.
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