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“Toda obra cientifica “acabada” ndo tem outro sentido senao o de fazer
surgirem novas “indagagodes”: ela pede, portanto, que seja “ultrapassada” e
envelhega”. (Max Weber, 1917)



RESUMO

O periodo de transicdo € um momento critico para vacas leiteiras,
caracterizado por um balango energético negativo, ingestdo inadequada de
matéria seca e maior suscetibilidade a doencgas. Extratos herbais ricos em
alcaloides, como sanguinarina, protopina e queleritrina, tm mostrado potenciais
beneficios para a mediagao da inflamagao em vacas, especialmente no inicio da
lactacdo. O objetivo deste estudo foi avaliar a associagao entre a administragao
de extrato de Macleaya cordata (EMC) no pré-parto para vacas leiteiras e os
efeitos no desempenho, saude, contagem de células somaticas (CCS) e
qualidade do leite, para determinar sua aplicabilidade em rebanhos leiteiros. Um
total de 129 vacas Holandesas multiparas (PV: 717,8 + 56,3 kg; ECC: 3,13 %
0,28) de um rebanho comercial localizado em Castro, Parana, Brasil, foram
blocadas por ordem de lactacdo e data prevista de parto. As vacas foram
aleatoriamente distribuidas em trés grupos de tratamento com base na aplicagéo
ou ndo do bolus de EMC (Bolus Lacto V6® - Phytobiotics, Eltville, Alemanha).
Vinte e quatro dias antes da data prevista de parto, as vacas receberam um bolus
de 75 g, equivalente a uma dose de 1,5 g/dia de EMC (B1), dois bolus de 75 g,
equivalente a uma dose de 3,0 g/dia de EMC (B2), ou nenhum bolus de EMC
(CON). O bolus de EMC foi administrado usando um aplicador ruminal. Amostras
individuais de leite foram coletadas semanalmente durante o periodo
experimental. Amostras de sangue foram coletadas nos dias -7, +1, +3, +7, +14
e +28 em relagdo ao parto. Os dados foram analisados pelo procedimento
MIXED do SAS, contendo os efeitos fixos de tratamento, tempo e suas
interagdes, e os efeitos aleatdrios de bloco e vaca dentro de tratamento. A
producgao de leite ndo foi afetada (P = 0,88) pela administragdo de EMC; 52,22,
52,60 e 52,90 kg/dia para B1, B2 e CON, respectivamente. Da mesma forma,
nao foram observados efeitos significativos na composi¢ao do leite, incluindo
teores de gordura, proteina, lactose, caseina, sélidos totais e nitrogénio ureico
do leite (NUL). Uma redugao significativa na CCS foi observada (P < 0,01) nos
grupos tratados com EMC vs controle (78,77 x 10 e 65,45 x 103 células/mL para
B1 e B2 vs. 288,33 x 10° células/mL para CON), o que indica melhora na saude
do ubere. Porém, o efeito sobre o ELCS (escore linear de célula somatica) néo
foi significativo (P = 0,11). A concentragdo sérica de BHB foi menor para os
grupos B1 e B2 vs. CON no dia 7 pés-parto (P = 0,07), indicando menor risco de
cetose nas vacas tratadas. A concentragdo sérica de GGT foi maior (P < 0,01)
para o grupo CON nos dias 7 e 14 pés-parto, enquanto a concentragao de AST
foi maior (P < 0,01) para o grupo CON nos dias 7, 14 e 28, demonstrando o efeito
do EMC na protegao hepatica. Em conclusao, a administragao pré-parto do bolus
de EMC reduziu a CCS no leite e as concentracdes séricas de GGT e AST no
pos-parto, indicando melhora na saude da glandula mamaria e hepatica. Embora
nao tenha afetado a producéo de leite, esses resultados indicam que o EMC
pode contribuir para melhoraria do status de saude das vacas durante o periodo
de transigéao.

Palavras-chave: contagem de células somaticas, extrato herbal, periparto



ABSTRACT

The transition period is a critical metabolic challenge for dairy cows,
marked by negative energy balance, inadequate dry matter intake and higher
susceptibility to diseases. Herbal extracts rich in alkaloids such as sanguinarine,
protopine, and chelerythrine, have shown potential benefits mediating
inflammation for cows, particularly in early lactation. The aim of this study was to
evaluate the association between prepartum administration of Macleaya cordata
extract (MCE) to dairy cows and the effects on performance, health, somatic cell
count (SCC) and milk quality to determine its applicability in dairy herds. A total
of 129 s (BW: 717.8 £ 56.3 kg; BCS: 3.13 £ 0.28) multiparous Holstein cows from
a commercial herd located in Castro, Parana State, Brazil were blocked randomly
based on parity and expected calving date. Cows were divided in three treatment
groups based on the application or not of MCE bolus (Bolus Lacto V6® -
Phytobiotics Futterzusatzstoffe GmbH, Eltville, Germany). Twenty-four days
before expected calving date Cows received either one bolus of 75 g, equivalent
to a dose of 1.5 g MCE d-1 (B1), two bolus of 75 g, equivalent to a dose of 3.0 g
MCE d-1 (B2), or no MCE bolus (CON). The MCE bolus was administered using
a ruminal applicator. Individual milk samples were collected weekly during
experimental period. Blood samples were collected at days -7, +1, +3, +7, +14
and +28 relative to calving. Data were analyzed through MIXED procedure of
SAS containing the fixed effects of treatment, time, and their interactions, and the
random effects of block and cow within treatment. Milk production was not
affected by MCE administration, with no significant differences between groups
in daily milk yield (52.22, 52.60, and 52.90 kg/day for B1, B2, and CON,
respectively; P = 0.88). Similarly, no significant changes were observed in milk
composition, including fat, protein, lactose, casein, solids and MUN content. A
significant reduction in SCC was observed in MCE-treated groups compared to
the control (78.77 x 10® and 65.45 x 102 cells/mL for B1 and B2 vs. 288.33 x 10°
cells/mL for CON; P < 0.01), suggesting improved udder health. Linear SCC
scores, however, were not significantly different among groups (P =0.11). Serum
BHB concentration was lower in B1 and B2 vs. CON cows on day 7 postpartum
(P = 0.07), indicating reduced risk of ketosis in treated cows. Serum GGT
concentration was significantly higher for the CON group at days 7 and 14
postpartum (P < 0.01), while AST levels were elevated at days 7, 14, and 28 (P
< 0.01), suggesting a protective effect of MCE against liver oxidative damage. In
conclusion, prepartum administration of MCE bolus reduced SCC on milk, and
GGT and AST serum concentrations postpartum, indicating improvement of
udder and hepatic health. While it did not significantly affect milk production,
these findings indicate that MCE could contribute to improve health status for
cows during the transition period.

Keywords: herbal extract, somatic cell count, inflammation, peripartum
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1 CAPITULO | - CONSIDERAGOES GERAIS

1.1 INTRODUCAO

Um dos grandes desafios da produgéao leiteira € o periodo de transigao das
vacas, isto &, o periodo de 6 semanas que compreende o final da gestagao e o inicio
da lactagdo. E durante esse periodo que as vacas enfrentam uma grande demanda
de energia, proteinas e minerais, necessarios nao sé para a formacédo do feto e
produgado de colostro (House; Bell, 1993), mas também para a produgéo de leite no
inicio da lactagdo quando ha queda no consumo de matéria seca (CMS) (DRACKLEY,
1999).

O desempenho das vacas no pos-parto impacta diretamente o desempenho
econdmico dos rebanhos leiteiros. Doencas no periodo pds-parto tendem a afetar
negativamente a produgao de leite, bem como a reconcepg¢do de vacas leiteiras.
Segundo (Leblanc, 2010), doengas no pos-parto imediato podem atingir até 50% das
vacas leiteiras. Vacas com quadros de cetose, mastite clinica ou outras doencas
geram um custo para o produtor referente ao tratamento, queda na producao de leite
e outros custos indiretos ligados a queda no desempenho reprodutivo do rebanho
(McArt; Nydam; Overton, 2015; Rollin; Dhuyvetter; Overton, 2015). Um periodo de
transicdo mal sucedido impacta a taxa de descarte nos rebanhos, ja que o
comprometimento do desempenho e saude dos animais aumentam as chances de
descarte voluntario e involuntario (Dubuc et al., 2011).

O bem-estar e a saude da vaca no periodo de transi¢ao podem influenciar a
futura lactagcdo e afetar o desempenho produtivo e reprodutivo. Promover a
manutencio da saude durante esse periodo € de suma importancia, e € fundamental
a pesquisa por novas ferramentas que possam ser empregadas para auxiliar no
cumprimento desse objetivo. Diminuir a ocorréncia de doencgas, atenuar casos clinicos
e reduzir os prejuizos causados pelo uso excessivo de antibiéticos, sdo caminhos para

alcancar resultados melhores no sistema produtivo de leite.

1.2 PERIODO DE TRANSICAO

O periodo de transicao, ou periodo periparturiente, compreende os 21 dias

pré-parto e os 21 dias pos-parto (Grummer, 1995; Drackley, 1999). O parto, assim
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como a produgao de colostro e o inicio da lactagcdo, exigem grande adaptacdo e
esforgo metabdlico das vacas. As mudancgas do estado gestante nao lactante, para o
estado lactante e ndo gestante, desencadeiam processos metabdlicos que induzem
estresse oxidativo dos tecidos, sobrecarga hepatica e fungdo imunoldgica deprimida
(Trevisi; Minuti, 2018). Com o avango da genética dos rebanhos leiteiros nas ultimas
décadas ocorre uma selegcdo de animais cada vez mais produtivos, e a exigéncia
energeética no periodo pos-parto, com produtividades ja altas no inicio da lactagao, se
tornou ainda maior (Baumgard; Collier; Bauman, 2017).

Pensando nos desafios do periodo é esperado que a maioria das doengas em
vacas leiteiras ocorram com maior frequéncia no primeiro més pos-parto (LeBlanc et
al., 2006). Um bom periodo de transicao depende da garantia do bem-estar, com a
adocgao de dietas equilibradas para todas as fases, e a adog¢ao de protocolos para
detectar riscos, permitindo a intervencao precoce, visando prevenir estresse animal e

doencgas no periparto (Mezzetti et al., 2021).

1.2.1 Inflamacao, estresse oxidativo e imunidade no periodo de transicao

O periodo de transicdo € marcado fases distintas quanto ao quadro
inflamatodrio das vacas. Apds a concepgao, o embrido passa a liberar interferon-t (IFN-
T), lactogénio placentario, proteinas associadas a prenhez, prostaglandina E2 (PGE2),
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe |, fatores de transcri¢ao
GATA, proteina relacionada a prolactina, ciclooxigenase-2 (Cox-2) e interleucina-6 (IL-
6). Essa sinalizagao regula o sistema imune materno, o que aciona uma resposta
imune e celular anti-inflamatéria (Vlasova; Saif, 2021). Essa resposta € uma forma de
protecdo do embrido e se mantém até cerca de uma semana antes do parto.

Ja na secagem as vacas se deparam com uma inflamagao, em decorréncia
do processo de involugao da glandula mamaria, que desregula o balango energético
e compromete a fungado hepatica (Mezzetti et al., 2020). A relagcéo entre a inflamacéao
no periodo pré-parto e as respostas inflamatérias de fase aguda no pés-parto ainda
nao sdo completamente conhecidas. Porém, a desbalanco fisiolégico antes do parto,
e niveis mais elevados de citocinas proé-inflamatérias podem agravar o quadro de
inflamagao no inicio da lactacao, e dificultar a normalizagao do sistema imune e funcao
hepatica (Jahan; Minuti; Trevisi, 2015; Trevisi et al., 2015; Minuti et al., 2020).

Resultados gerados por um estudo conduzido por Mezzetti et al. (2019), sugerem que
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vacas submetidas a inflamagdes intensificadas durante o pré-parto tendem a ter
maiores riscos de doengas metabdlicas no inicio de lactagao.

O parto desencadeia um processo inflamatério fisiolégico que ativa o sistema
imune das vacas, sem o0s sinais classicos de inflamagao, caracterizando um estado
inflamatdrio de baixo grau (Bradford et al., 2015). Durante o parto, o ambiente uterino
entra em contato com patégenos do ambiente e o processo inflamatério uterino é
desencadeado. O ideal é que as vacas consigam regular a inflamagao no pés-parto,
caso contrario a inflamacédo pode se tornar cronica e desfavorecer a reparagao do
tecido uterino, permitindo o desenvolvimento de doengas uterinas (Chastant; Saint-
Dizier, 2019).

A sinalizagao inflamatéria no poés-parto € presente em varios o6rgaos,
caracterizando uma inflamacado sistémica e nao focal. A inflamacdo impacta
diretamente a funcionalidade hepatica, ja que o figado durante o processo inflamatério
deixa de atuar prioritariamente como um érgao metabdlico e passa a priorizar a funcéo
de um 6rgao imune. Diminui a produgdo de proteinas atuantes no metabolismo
hepatico normal (como albumina, paraoxanase e colesterol) e de lipoproteinas, e
passa a aumentar a produgdo de a-globulinas, proteinas de desintoxicagdo e
correlacionadas com o sistema imune, com destaque as proteinas de fase aguda
positivas (APP), como a haptoglobina (Fleck, 1989; Bertoni; Trevisi, 2013; Strnad et
al., 2017).

Durante o periparto o figado produz mais APP positivas, isto é, AAP que
aumentam a concentragao sérica em resposta ao processo inflamatério (Kushner;
Mackiewicz, 1987). Em ruminantes, haptoglobina, amiloide sérica A (SAA),
ceruloplasmina e lipopolissacarideo — LPS sao proteinas de fase aguda positivas
comumente utilizadas como biomarcadores de resposta inflamatoria no pods-parto
(Ceciliani et al., 2012). A resposta inflamatéria de fase aguda logo apés o parto ndo
implica necessariamente em adoecimento das vacas, porém a resposta exacerbada
e desregulada é observada em animais que desenvolvem algum disturbio durante o
periodo pods-parto (Qu et al., 2014), e a ativagdo desregulada pode impactar
negativamente a transicéo, afetando toda a lactagao (Bradford; Swartz, 2020).

A funcdo mais bem descrita da haptoglobina é a capacidade de reduzir dano
oxidativo ao se ligar a hemoglobina resultante de hemalise (Buehler et al., 2009).
Durante a primeira semana poés-parto, concentragdes séricas de haptoglobina sao

mais elevadas em vacas que apresentam alguma disfungdo metabdlica (Pohl;
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Burfeind; Heuwieser, 2015; Shin et al., 2018). Concentragdes séricas muito elevadas
de haptoglobina levam ao comprometimento da imunidade adaptativa e da fungéo de
linfécitos frente a desafios de patdégenos. Nightingale et al. (2015) mostraram que
vacas com altas concentragdes de haptoglobina produziram menos interferon gama
(INFy), ao serem desafiadas com lipopolissacarideos (LPS).

O balango energético negativo (BEN) enfrentado nos primeiros dias pés-parto
tem grande correlagdo com a disfuncdo imune e inflamatéria. Essa correlagao é
definida por Pascottini et al. (2020) como uma questao de “ovo vs. galinha”, em que a
diminuigdo do CMS, e consequente o aumento do BEN, promovem a inflamacgao. E a
inflamagdo desregulada agrava o BEN, criando assim um ciclo vicioso, de
agravamento da inflamacéao e da queda de CMS.

Em vacas que apresentam esteatose hepatica (figado gorduroso) em
decorréncia do desbalangco no metabolismo de lipidios no pés-parto, a concentragao
de proteinas de fase aguda positiva € mais alta (Ohtsuka et al., 2001; Ameta;j et al.,
2005), indicando que quanto mais severo o BEN, mais dificil sera para as vacas
regularem a inflamacédo. A fagocitose, quimiotaxia e diapedese de neutrdfilos
polimorfonucleares (PMN) séo prejudicadas em condi¢bes de BEN (Stevens et al.,
2011). Além disso, a insuficiéncia energética afeta a transcricdo de genes que
codificam citocinas importantes para a regulagao imunolégica por PMN, intensificando
a possibilidade de doengas infecciosas (Moyes et al., 2010). A mobilizacdo lipidica
decorrente do BEN induz a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias (Bertoni et al.,
2008) produzidas por macréfagos, como IL-6, interleucina-1B (IL-1B) e fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) (Koj, 1998).

Durante o processo inflamatério no periodo de transi¢cao ocorre a ativagao do
TNFa (Sordillo; Pighetti; Davis, 1995), que inibe o gene SLC2A4 que codifica a
expressao do transportador de glicose 4 (GLUT4), o que por sua vez resulta em
resisténcia a insulina, maior captacao de glicose em tecidos periféricos e lipdlise no
tecido adiposo (Kushibiki et al., 2001; Bradford et al., 2009). A insuficiéncia de glicose
e a competigdo entre a glandula mamaria por essa fonte de energia induz a utilizagao
de outras fontes energéticas pelas células do sistema imune. As principais fontes
alternativas normalmente utilizadas séo glutamina e acidos graxos nao esterificados
(AGNE) (Calder, 2013), no entanto durante o estado de BEN, apesar da lipdlise
ocorrer além da elevacdo da concentracdo de AGNE, também ha o aumento de

cetonas (Drackley; Donkin; Reynolds, 2006). Diferente do seu precursor, os corpos
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cetbnicos ndo podem ser usados como fonte energética pelas células imunolégicas,
que adicionalmente sao inibidas em cenarios de hipercetonemia (Ingvartsen; Moyes,
2015).

O estresse oxidativo, caracterizado pelo desequilibrio entre a producao de
espécies reativas ao oxigénio (ROS) e espécies reativas ao nitrogénio (RNS), e a
capacidade neutralizante dos mecanismos antioxidantes nos tecidos e no sangue
(Miller; Brzezinska-Slebodzinska; Madsen, 1993), ocorre frequentemente no periodo
de transigdo. A funcionalidade comprometida do figado durante o periodo
periparturiente proporciona o aumento do estresse oxidativo e dificulta a regulagao da
inflamacao (Bionaz et al.,, 2007; Celi; Gabai, 2015). A presenca de moléculas
oxidantes além do ideal ativa a sinalizacdo da via de fator nuclear k-B (NF- kB),
relacionado a fatores imuno regulatérios. A ativagdo dessa via € uma das causas do
aumento de producéo de TNFa por mondcitos no inicio de lactagao (Sordillo; Pighetti;
Davis, 1995; Finkel, 2011).

O estado de estresse oxidativo resulta em danos teciduais e prejuizos a
diversas organelas celulares. O dano de proteinas e DNA prejudica a atuagédo das
células imunoldgicas (Sordillo; Aitken, 2009). A presenga de proteinas oxidadas pode
exacerbar a resposta inflamatéria ao gerar novos antigenos (Halliwell; Whiteman,
2004). Ja a peroxidacao de lipideos produz espécies reativas eletrofilicas,
especialmente o malondialdeido (MDA), moléculas que em altas concentragdes
podem ser tdxicas as células. As células imunolégicas possuem membranas
plasmaticas ricas em acidos graxos poli-insaturados, e portanto, sdo mais suscetiveis
a acao de peroéxidos lipidicos (Del Rio; Stewart; Pellegrini, 2005; Calder, 2008).

Outro fator que esta ligado ao estresse oxidativo € o escore de condi¢ao
corporal (ECC) elevado das vacas no pré-parto (Ingvartsen, 2006; O’Boyle et al.,
2006). A concentracao elevada de AGNE, consequéncia do BEN, esta relacionada
com o aumento da concentragdao de ROS (Contreras et al., 2012), o que indica a
susceptibilidade das vacas ao estresse oxidativo na transi¢cdo do estado nao lactante
para lactante.

Alguns compostos antioxidantes podem ser adquiridos além do aporte
dietético, como a vitamina K, que pode ser sintetizada pela microbiota ruminal e
intestinal e a vitamina D, ativada pela radiagao ultravioleta na pele. No entanto,

somente esses compostos ndo sao suficientes para evitar riscos de doencas. Assim,
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€ necessario enfatizar a suplementacdo mineral-vitaminica, particularmente em

momentos de maior desafio fisioldégico (Abuelo et al., 2015).

1.2.2 Principais doencas no periodo pds-parto

A ocorréncia de doengas nao s6 afeta negativamente a produgao de leite
durante o periodo pdés-parto, como também no restante da lactagcéo. As vacas que
ficam doentes no inicio da lactagdo saem em desvantagem, ja que o pico de produgéo
de leite destas vacas sera menor (Carvalho et al., 2019).

Os disturbios metabdlicos no periodo periparturiente podem desencadear um
quadro de retencdo de membranas fetais (RMF) ou retengcdo de placenta. A néo
expulsdo da placenta em até 12 horas apds o parto (Laven; Peters, 1996) esta ligada
a diversos fatores, desde falhas na ativagdo do sistema imune das vacas (Mordak;
Anthony, 2015) até caracteristicas como tamanho do bezerro e auxilio ao parto
(Beagley et al., 2010).

A hipocalcemia subclinica ou clinica, esta ultima também conhecida como
“febre do leite”, é um disturbio metabdlico que envolve a regulagdo dos niveis de
paratorménio no sangue, absorgdo e utilizagdo de calcio (Ca) pelo organismo. A
hipocalcemia subclinica pode ser diagnosticada pela mensuragéo da concentragao
sérica de Ca. Alguns autores consideram hipocalcemia subclinica para concentragdes
séricas de Ca < 2,15 mmol/L (Neves et al., 2017), enquanto outros consideram
concentragdes < 2,0 mmol/L (Venjakob et al., 2018). Vacas hipocalcémicas s&o mais
propensas a apresentarem outras disfungdes, como metrite e retencédo de placenta
(Rodriguez; Aris; Bach, 2017). Esse quadro pode ser controlado com o fornecimento
de dietas anidnicas no pré-parto, diminuindo os riscos de hipocalcemia e doencas
uterinas no pés-parto (Santos et al., 2019).

Quando a inflamagéao uterina pés-parto ocorre de forma acentuada, as vacas
podem desenvolver um quadro de metrite. A metrite clinica puerperal é caracterizada
pela expulsdo vaginal de conteudo liquido, de cor marrom, odor fétido, com ou sem
presenca de pus (Sheldon et al., 2006; Giuliodori et al., 2013). O desempenho de
primiparas e multiparas € afetado de forma diferente pela ocorréncia de metrite. Vacas
em primeira lactagéo tém menores prejuizos em produtividade, concepgao e ingestao

de matéria seca do que multiparas. Apesar de serem mais suscetiveis a infeccoes
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uterinas durante o periodo pés-parto, primiparas se recuperam mais facilmente que
multiparas (Wittrock et al., 2011).

O CMS das vacas diminui proximo a data do parto, e a energia consumida na
dieta ndo é suficiente para atender as demandas energéticas desse periodo, e assim
as vacas entram em balango energético negativo (BEN). Como o aporte energético
que vem da alimentagao diminui, o organismo passa a recorrer a outras fontes de
energia. Ocorre a mobilizagao lipidica, AGNE s&o produzidos a partir do tecido
adiposo e chegam ao figado via corrente sanguinea. No figado os AGNE podem sofrer
B-oxidagao completa, formando moléculas de acetil-CoA que serdo utilizadas no ciclo
do acido citrico resultando na formacao de NADH, FADH2 e ATP. A B-oxidagéo
também pode ser incompleta, com a formacao de corpos cetdnicos. Ou entdo, séo
esterificados em triacilglicerol (TAG) e posteriormente exportados via corrente
sanguinea (Li et al., 2012). A B-oxidag&o ocorre dentro da matriz mitocondrial da célula
e a carnitina é o aminoacido capaz de transportar os AGNE do citosol do hepatdcito
para dentro da mitocéndria (Nelson; Cox, 2017). Essa via é limitada, portanto, pelo
aporte de carnitina, que em vacas recém-paridas, com consumo reduzido, também
tem sua concentracao diminuida. Os corpos ceténicos produzidos por essa via sao
acetona, acetoacetato e (3-hidroxibutirato (BHB) (Drackley, 1999; McArt et al., 2013;
Wankhade et al., 2017).

O aumento da concentragao sérica de corpos cetbnicos caracteriza o quadro
de hipercetonemia clinica e subclinica. E normal que vacas doentes diminuam o
consumo de alimento, e por consequéncia desencadeiem um processo de
lipomobilizagdo. Durante o pods-parto as vacas experimentam um periodo de
resisténcia a insulina, o que leva a diminui¢éo da circulagdo de glicose na corrente
sanguinea. A hipoglicemia € comum no inicio da lactagéo, pois o aporte de glicose é
utilizado prioritariamente pela glandula mamaria na sintese de lactose (De Koster;
Opsomer, 2013).

O estado de BEN durante o periodo de transicdo também favorece a ocorréncia
de deslocamento de abomaso em vacas leiteiras. O deslocamento de abomaso ocorre
quando o abomaso se desloca da posi¢cdo anatdmica normal, causando complicagdes
para os animais (Breukink, 1991). A principal causa para o deslocamento de abomaso
€ a atonia gastrica, ou seja, quando ocorre a diminuigdo ou interrupcéo total do
movimento ruminal, e ocorre quando as vacas param de se alimentar. Pode estar

relacionado com anomalias anatémicas, desbalancos nutricionais ou entdo, com
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aumento da concentragdo seérica de BHB no periodo pés-parto (LeBlanc; Leslie;
Duffield, 2005; Kang; Jeong; Kim, 2019).

A mastite, clinica e subclinica, caracterizada pela inflamacao da glandula
mamaria em conjunto, ou ndo, com a infecgdo causada por agentes microbiolégicos,
predominantemente bactérias, € uma das doencas mais comuns em rebanhos
leiteiros ao redor do mundo. A ocorréncia de mastites gera prejuizos econdmicos para
produtores de leite, e afeta negativamente a qualidade do leite e o bem-estar das
vacas (Cobirka; Tancin; Slama, 2020). Apesar de ocorrer durante toda a lactagao, os
riscos de mastites clinicas severas sdo maiores no pos-parto, devido a
imunossupressao que ocorre nesse periodo (Ruegg, 2011). O procedimento correto
de secagem das vacas ao fim da lactagcédo anterior é essencial para a prevencao de
mastites no inicio da lactagdo seguinte. Além disso, ambiente com baixo grau de
desafio e correto manejo na sala de ordenha contribuem para o controle de infecgdes

na glandula mamaria (Green et al., 2007).

1.2.3 Saude gastrointestinal e periodo de transi¢cao

A saude gastrointestinal € fundamental para assegurar a saude geral das
vacas leiteiras, proporcionando bem-estar e otimizando o desempenho zootécnico
(Sanz-Fernandez et al., 2020). A microbiota do trato gastrointestinal € fundamental
para a manutencdo da saude dos ruminantes. O desequilibrio da populacao
microbiolégica acarreta a perda de fungéo dos 6rgéos digestivos. Um desequilibrio na
microbiota ruminal tem potencial de desencadear um processo de inflamagao
sistémica.

Zhao et al. (2022) demonstraram que a disbiose ruminal acentuada contribui
para o desenvolvimento de mastite ao induzir inflamacgéao sistémica e endotoxemia de
baixo grau. Esse resultado aponta que a prevengao de mastite nos rebanhos leiteiros
também passa pela manutencdo da saude gastrointestinal. A inflamagéao intestinal
pode provocar a contaminagao cruzada da glandula mamaria por meio das fezes. Um
ambiente intestinal desregulado favorece a multiplicacdo de patégenos que seriam
controlados por uma microbiota em equilibrio (Kurumisawa et al., 2018).

As atividades microbianas sao afetadas pelo estresse caldrico, alterando o
nivel de citocinas circulante, intensificando o processo inflamatério e estabelecendo

um cenario propicio as disfungées metabdlicas (Chen et al., 2018). Tendo essa
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relacdo em vista, se faz necessario proporcionar medidas de controle do estresse
térmico para vacas leiteiras durante todo o ciclo produtivo, ja a partir da secagem das
vacas.

Junto com o inicio de uma nova lactacdo, ocorre a mudanga para uma nova
dieta, com mais gréos e amido, visando maiores produgdes de leite. Dietas ricas em
graos alteram o pH ruminal e intestinal, o que pode lesionar o epitélio e prejudicar a
barreira fisica de protegdo do trato gastrointestinal (Neubauer et al., 2020). Por
consequéncia, ocorre alteragdo da microbiota, e a liberagao de lipossacarideos (LPS)
bacterianos em grande quantidade, o que induz respostas inflamatérias e compromete
o funcionamento intestinal (Emmanuel; Dunn; Ametaj, 2008). Somado a isso, o estado
de BEN associado com a lipdlise que ocorre no pés-parto, ocasiona a
imunossupressao nas vacas (Gu et al., 2023). Assim, alteragées na microbiota ou

ambiente gastrointestinal abrem porta para possiveis infecgdes.

1.2.4 Suplementagao dietética e regulagao imune e inflamatdria

A correta formulacédo da dieta € uma aliada na regulagdo do sistema imune
das vacas durante o periodo de transicdo (Mezzetti; Bionaz; Trevisi, 2020). A
suplementacéao de lipidios pode ajudar a regular o sistema imune. A suplementagao
de acidos graxos polinsaturados (PUFA), os n-3 PUFA e o acido linoleico conjugado
(CLA), modulam a expressdo de NF-kB (Bertoni et al., 2016). E recomendado uma
relacdo entre acidos graxos n-6 e n-3 na dieta de 2:1 para melhorar a resposta
imunoldgica das vacas (Moallem, 2018). A suplementagdo de doadores de grupo
metil, como metiotina, colina e betaina, durante o periparto, pode reduzir riscos de
hipercetonemia e de lipidose hepatica, melhorar a fungédo imunolégica e mitigar o
estresse oxidativo (Zhou et al., 2016).

A suplementacéao de ativos que controlem a inflamacgao e estresse oxidativo
pode ser de grande valia durante o periodo de transigdo. Micronutrientes como
vitaminas e minerais (zinco, ferro, cobre, etc.) tém papéis criticos no sistema imune e
atuam com antioxidantes (Spears; Weiss, 2008; Osorio et al., 2016). O uso de
compostos herbais, como os extratos de Aloe arborescens (Mezzetti et al., 2020) e
Hottuynia cordata (Kim et al., 2012) ja demostraram resultados na mediagdao a

expressao de TNF-a e outras vias de ativacao inflamatéria em vacas em lactacao.
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1.3 EXTRATO DE MACLEAYA CORDATA

A utilizacdo de extratos herbais na produgdo animal, especialmente para
ruminantes, tem sido progressivamente explorada. Porém, ainda ha muitas duvidas a
serem sanadas quanto a funcdo e aplicabilidade dos extratos vegetais (Piao et al.,
2023). A Macleaya cordata planta da familia Papaveraceae, € conhecida por seu uso
terapéutico tanto para animais como para humanos (Tuzimski et al., 2022). O extrato
de Macleaya cordata (EMC) é obtido através do processamento das sementes, cascas
das sementes e folhas (Bampidis et al., 2023). Esse composto contém diversos
metabdlitos secundarios incluindo alcaloides fenilpropanoides, flavonoides,
terpenoides, dleos volateis e acidos organicos. Sanguinarina, protopina, queleritrina e
alocriptopina sé&o os principais alcaloides presentes no extrato (Lin et al., 2018). As
folhas e sementes sdo onde esta a maior concentragdo de sanguinarina e queleritrina
(Kosina et al., 2010; Petruczynik et al., 2019).

O potencial uso de EMC ja é estudado para diversas espécies. Em equinos,
o EMC ja se provou seguro intestinal (Ferreira et al., 2023a) e eficaz na regulagéo da
microbiota intestinal em dietas com alta concentragdo de amido (Ferreira et al.,
2023b). O uso de EMC resultou em melhora da qualidade de leite, com queda na CCS
em caprinos leiteiros (Ling et al., 2023), e em caprinos desmamados for um eficaz
modulador da inflamacéo intestinal (Yang et al., 2021). O efeito antioxidante do EMC
no intestino em suinos resulta em aumento das vilosidades intestinais e da proporcao
de bactérias benéficas (Chen et al., 2019), além de ampliar a diversidade da
microbiota (Li et al., 2020). Ja para aves o EMC se provou eficaz na regulacédo do
metabolismo cecal (Juskiewicz et al., 2011), e aliviando efeitos negativos do estresse
caldrico no intestino (Wang et al., 2022). O uso de EMC e seus componentes ja foi
testado no tratamento para doencgas respiratérias (Valipour; Zarghi; Afshin, et al.,
2021), doenca de Parkinson (Nguyen et al., 2020) e cancer (Messeha et al., 2022) em

humanos e os resultados séo positivos, o que reforca o potencial do herbal.

1.3.1 Efeitos e possiveis aplicacdes para vacas leiteiras

O fornecimento de EMC ja se provou seguro e sem efeitos adversos tanto

para vacas adultas, como para bezerras (Wang et al., 2018; Matulka et al., 2022). O
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efeito anti-inflamatério desses alcaloides € uma caracteristica que pode ser explorada
durante o periodo de transigao.

O uso EMC, contendo 12.235 mg de sanguinarina e 4.073 mg de quelitrina
por kg de produto, mostrou efeito atenuante na resposta inflamatéria, atuando tanto
sobre macrofagos como sobre células epiteliais (Soler; Hermes; Niewold, 2016). A
inibicdo da ativacdo de NF-kB, importante para o desencadeamento do processo
inflamatodrio, foi demonstrada por (Chaturvedi et al., 1997), em um estudo in vitro
utilizando sanguinarina. Estudos in vitro demonstram que o EMC e seus derivados
alcaloides tém capacidade de inibir a agao de citocinas pro-inflamatoérias (IL-6, TNFa
e interferon-y (INF-y)), inibindo a ativagao da sinalizagdo das vias NF-Kb, MAPK e
TLR-4 (Toll-like receptor - 4) mediadas. Além disso, estimula a ativagao de citocinas
anti-inflamatérias como a interleucina-10 (IL-10), o que sugere a agao de regulagéo
da inflamacéao e prevengao da inflamacgao crénica pelo EMC (Dong et al., 2022; Han
et al., 2024). A partir de modelos de inflamagao cronica em camundongos, foi possivel
demonstrar a reducao de inflamacao pela agdo de sanguinarina, quando utilizada nas
doses de 1 e 5 mg/kg de peso corporal, (Niu et al., 2012), comprovando a ag¢ao anti-
inflamatdria in vivo da substéancia.

Ha indicagdes que a utilizagao de EMC tenha como principal efeito resultados
benéficos para a saude animal, com consequente melhora do desempenho
zootécnico. Jia et al. (2022) observaram relagdes positivas entre o fornecimento de
EMC (4,5 g/animal/d na dieta) e o CMS em vacas lactantes,. Quando fornecido na
dose 4 g/animal/d na dieta para bovinos de corte em fase de terminagéo, o EMC néao
afetou o CMS, mas resultou em melhor desempenho de carcaga (Michels et al., 2018).
Em um estudo com trinta e seis vacas em lactacéo, a utilizacdo de sanguinarina na
dieta em duas doses (1 g/animal/d e 10 g/animal/d) ndo afetou o ECC das vacas, a
produgéo ou a composigao do leite (Wang et al., 2018).

O fornecimento de EMC, adicionado na dose de 90g por tonelada de racao,
para matrizes suinas no pré-parto e pos-parto resultou na atenuacéo da perda de peso
durante a lactacdo. O colostro produzido pelas porcas que receberam EMC continha
maior concentragcdo de IgG e proteina total (Sureda et al., 2021). Esses resultados
reforcam o potencial de uso de EMC durante o periparto em outras espécies de
interesse zootécnico, incluindo bovinos.

Considerando a capacidade anti-inflamatdria e o potencial antimicrobiano dos

componentes presentes no EMC, a sua utilizacdo como aditivo possui potencial para
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o controle de mastite clinica e redugcéo da CCS em vacas leiteiras. Tanto queleritrina
como sanguinarina se mostraram eficazes como antimicrobianos. Os alcaloides
tiveram acdo de controle sobre diversas espécies de bactérias, incluindo
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus sp. (Obiang-obounou et al., 2011; Falchi
et al., 2021), agentes causadores de infecgbes na glandula mamaria. O potencial
antimicrobiano de EMC contra Staphylococcus aureus, um agente bacteriano
relativamente comum nos rebanhos leiteiros, foi demonstrado por (Khin et al., 2018)
em estudo in vitro. A substancia se mostrou eficaz em inibir o crescimento de cepas
resistentes a antibiéticos. Em adicéo a isso, o EMC parece ser uma alternativa mais
ecologica ao uso de antibioticos, ja que nao contribui na expressdo de genes de
resisténcia antimicrobiana em bactérias ambientais (Zhang et al., 2021).

A inflamacao causada pela mastite ocasiona a elevagao da concentragao de
ROS e RNS, incorrendo em morte celular e dano ao tecido da glandula mamaria
(Carvalho-Sombra et al., 2021). Um estudo realizado com camundongos em um
modelo de mastite induzida por lipopolissacarideos demonstrou que a sanguinarina
,em doses 5, 25, e 50 uyM por animal, tem agado protetora na glandula mamaria,
atenuando os efeitos da mastite por diversas vias. Os resultados obtidos por (Zheng
et al., 2022) demonstram que a sanguinarina possui efeito antioxidante, impedindo o
aumento de ROS no processo de inflamacgao causado pela mastite. Esses resultados
indicam que o EMC tem o potencial de agir no processo inflamatério na glandula
mamaria, ndo s protegendo de mastites clinicas, mas possivelmente atenuando
mastites subclinicas e assim, reduzindo a CCS.

O fornecimento de EMC para bezerras indica que o extrato herbal pode
influenciar a capacidade de recuperacdo de doencas em bovinos. Em um estudo
realizado por Matulka et al. (2022), com quarenta bezerras, o grupo que recebeu EMC
(0,28, 0,70 e 1,40 g/kg de leite sucedaneo) apresentou maior concentracao sérica de
albumina do que o grupo controle, o que € um indicativo de melhor status de saude.
Outro experimento, conduzido por (Mendonga et al., 2021), fornecendo 5 g de EMC
em 3 L de leite duas vezes ao dia, demonstrou efeitos na evolugéo de quadros clinicos.
Vinte e seis bezerras da ragca Holandesa foram inoculadas com Cryptosporidium
parvum. Os animais que receberam EMC tiveram em média cinco dias a menos de
diarreia que o grupo controle. Além disso, mais animais do grupo controle
necessitaram de fluidoterapia, indicando que a gravidade da doencga foi menor para

0s animais do grupo tratamento. A ac&o de inibigao da via NF-kB e via ion-calcio pode
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promover a atenuagéo do agravamento de quadros diarreicos, cenario ja demonstrado
em pesquisas farmacéuticas utilizando camundongos (Guo et al., 2024).

Estudos in vitro utilizando queleritrina indicaram a acgéo estimuladora sobre o
fator nuclear relacionado ao eritroide 2 (Nfr2), que modula enzimas com propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias, e que tem papel importante em doencas
respiratorias (Fan et al., 2018; Valipour; Zarghi; Afshi, et al., 2021). A atenuagao dos
efeitos deletérios da inflamagdo exacerbada nos pulmbes em doengas respiratérias
pode contribuir para a manutencao da saude das vacas recém-paridas. Uma avaliagao
farmacologica e molecular realizada por Dong e Liu (2022) constatou que o EMC tem
potencial para ser utilizado no controle de outras doengas importantes para rebanhos
leiteiros, como afecg¢des de cascos.

Em estudo realizado por Zhang et al. (2019), com 50 bezerras da raga
Holandesa, mensurou-se o pH do rumen e a microbiota presente no liquido ruminal.
Animais que recebiam 0,05 mg de EMC/kg de peso corporal apresentaram menor pH
ruminal em comparagao aos animais do grupo controle, e composi¢ao da microbiota
ruminal alterada, com menor presencga de bactérias metanogénicas. Em acordo com
esse estudo, Jia et al. (2022) registraram menor emissdo de metano (CHas) por vacas
recebendo EMC na dieta. Apesar de interferir no pH ruminal, um estudo in vitro sugere
que o EMC nao causa prejuizos a fungao fermentativa do rimen (Petri et al., 2019).

A regulacédo do estresse oxidativo no intestino foi correlacionada com a
inclusdo de 0,3 g/dia de EMC na dieta de cabritos (Chen et al., 2020). O grupo que
consumiu EMC teve diminuigao da concentragdo de MDA, um indicador de estresse
oxidativo, e aumento da concentragao do antioxidante superdxido dismutase (SOD)
no jejuno e ileo. Em outro experimento com cabritos recém-desmamados, consumindo
0,3 g/dia de EMC, (Yang et al., 2021) demonstrou-se a agao inibitéria do EMC sobre
a expressao da via TLR4-NF-kB no ileo, indicando a regulacédo da inflamacéao pela
inibicdo da liberagdo de interleucinas no intestino. Em estudo com camundongos
submetidos a estresse caldrico, Wang et al. (2022) concluiram que o EMC contribui
para a homeostasia do microbioma intestinal ao regular o estresse oxidativo no
intestino, e promove a manutengao do status de saude durante o desafio térmico.

O potencial do EMC para o tratamento de quadros de enterite ja é
demonstrado em estudos farmacolégicos utilizando os quatro principais alcaloides
presentes no extrato (Yang et al., 2023). A protopina, alcaloide presente no EMC foi

eficaz em atenuar quadro de colite ulcerativa em camundongos. Yue et al. (2023)
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demonstraram, através de um modelo de inflamacao intestinal, o efeito do alcaloide
em regular a expressao de genes relacionados com a inflamagao intestinal, mantendo
a barreira protetora da mucosa intestinal e modulando a microbiota do trato digestivo.

Ao avaliar a morfologia intestinal de 20 bezerros desmamados da raca
Holandesa, (Wickramasinghe et al., 2023) concluiram que o fornecimento de EMC
tanto durante o aleitamento (2 a 10 g/d diluido no leite sucedaneo) como apds
desaleitamento (4 a 20 g/d na dieta) contribui para o bom desenvolvimento do intestino
dos animais. O grupo de animais que recebeu EMC possuia vilosidades maiores no
duodeno e ileo em comparagdo ao grupo controle. E a relacdo entre altura das
vilosidades e profundidade das criptas intestinais foi maior em todas as porg¢des
intestinais analisadas para os bezerros do grupo tratamento. Esses estudos mostram
o potencial do EMC em melhorar a saude intestinal, além de indicar que a adi¢cao de
EMC ajuda a aumentar a capacidade absortiva do intestino. A sanguinarina € eficaz,
também como antiparasitario, para parasitas helminticos e protozoarios, no trato
gastrointestinal (Silva et al., 2023), o que reforgca o potencial de promoc¢ao da saude

intestinal.

1.4 CONSIDERACOES FINAIS

A inflamagdao exacerbada ocasionada pelas mudancas metabdlicas no
periodo de transi¢cao pode resultar em perdas produtivas e doencgas para as vacas
leiteiras em toda a lactagdo. Estratégias que visam minimizar os impactos desse
desafio sdao bem-vindas. Apesar do potencial do EMC como anti-inflamatdrio,
antimicrobiano e antioxidante ja estar comprovado por diversos estudos in vitro, ainda
se tém poucos dados sobre o potencial dessa substancia in vivo para vacas em
lactagdo. Tendo em vista o desafio fisioldgico enfrentado durante o periodo periparto,
estudos sobre a eficacia da utilizagcdo de um produto com tal potencial como o ECM

para este estagio da vida produtiva se fazem necessarios.
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2 CAPITULO Il - EFEITOS DA UTILIZAGAO DE EXTRATO DE Macleaya cordata
PARA VACAS LEITEIRAS NO PERIODO DE TRANSIGAO

2.1 INTRODUCAO

O periodo de transigdo é uma fase de grande desafio metabdlico e fisioldgico
para vacas leiteiras. As vacas enfrentam um balanco energético negativo (BEN),
consequéncia da grande mobilizagdo de energia para a produgéo de leite, que ndo &
acompanhada pelo consumo de matéria seca (CMS). O parto desencadeia uma série
de processos metabdlicos que induzem lipomobilizagao. O sistema imune é ativado e
as vacas entram em um processo fisiolégico de inflamagao (Ospina et al., 2010; Ster
et al., 2012).

O parto desencadeia um processo inflamatério fisiolégico que ativa o sistema
imune das vacas, sem os sinais classicos de inflamacéao, o que caracteriza um estado
inflamatodrio de baixo grau (Bradford et al., 2015). A sinalizagao inflamatéria no pos-
parto é presente em varios 6rgaos, caracterizando uma inflamacao sistémica e nao
focal. A inflamagao impacta diretamente a funcionalidade hepatica, ja que o figado
durante o processo inflamatério deixa de atuar prioritariamente como um 6rgao
metabdlico e passa a priorizar a fungdo de um 6rgao imune (Strnad et al., 2017). A
inflamacgao sistémica aumenta o risco de ocorréncia de doencas, o que afeta
negativamente a producéo de leite toda a lactacéo. As vacas que ficam doentes no
inicio da lactagao sao particularmente afetadas, ja que o pico de produgao é menor
(Carvalho et al., 2019).

O desempenho das vacas no inicio da lactagcdo impacta o desempenho
econdmico e zootécnico dos rebanhos leiteiros, ja que nessa fase as vacas estado sob
maiores riscos de doencgas e disturbios metabdlicos que acarretam queda de
produtividade e desempenho reprodutivo ao longo de toda a lactagéo (Carvalho et al.,
2019; Campos et al., 2020). O impacto negativo ocasionado pelas doengas no periodo
pos-parto aumenta os riscos de descarte de vacas (Dubuc; Denis-Robichaud, 2017).

Dentre as disfungcdes de maior incidéncia durante o periodo pés-parto estdo a
retencdo de membranas fetais (RMF), a hipocalcemia subclinica ou clinica, esta ultima
também conhecida como “febre do leite” (Rodriguez et al., 2017) e a metrite clinica
puerperal, caracterizada pela expulsdo vaginal de conteudo liquido, de cor marrom,

odor fétido, com ou sem presencga de pus (Sheldon et al., 2006; Giuliodori et al., 2013).
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Outras ocorréncias séo a cetose clinica e subclinica, caracterizadas pelo aumento da
concentragdo sérica de corpos cetdnicos, o deslocamento de abomaso, que ocorre
quando o abomaso se desloca da posi¢cdo anatdbmica normal, causando complicagdes
para os animais (Leblanc et al., 2005), e ainda, a mastite, clinica e subclinica,
caracterizadas pela inflamagdo da glandula mamaria em conjunto ou ndo com a
infecgdo causada por agentes microbioldgicos, predominantemente bactérias (Ruegg,
2011).

A utilizacdo de extratos herbais como aditivo para vacas em lactacao, em
especial no inicio da lactagéo, pode ser benéfica. O extrato de algumas plantas da
familia Papaveraceae contém significativa concentragdo de alcaloides com
propriedades anti-inflamatdérias e antimicrobianas como metabdlitos secundarios.
Sanguinarina, protopina e queleritrina sdo os principais componentes presentes no
extrato de Macleaya cordata (EMC) (Tuzimski et al., 2022). O fornecimento de EMC
ja se provou seguro e sem efeitos adversos tanto para vacas adultas, assim como
para bezerras (Wang et al., 2018; Matulka et al., 2022).

O objetivo deste estudo € demonstrar a associagao entre a administragao de
extrato de EMC para vacas leiteiras no pré-parto e a contagem de células somaticas
(CCS), a qualidade do leite e niveis de biomarcadores séricos no pés-parto. Além
disso, outro objetivo deste estudo é observar os efeitos do fornecimento do EMC sobre
o desempenho produtivo e a ocorréncia de doengas no pds-parto, a fim de analisar a

viabilidade da sua utilizacdo em rebanhos leiteiros.

2.2 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao de Etica no
Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana
(Protocolo numero 034/2023).

2.2.1 Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos inteiramente
casualizados, com trés tratamentos distintos no pré-parto. As vacas foram blocadas
por paridade no pré-parto (primiparas vs. multiparas) e data prevista de parto. Nao

foram incluidas nuliparas (novilhas) no presente experimento. Em cada bloco, vacas
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foram alocadas de forma aleatéria para um dos trés tratamentos. A data prevista para
o parto foi calculada utilizando 275 dias de gestagéo, a partir da data efetiva da
inseminagdo, valor correspondente a meédia de duragdo das gestacdes da
propriedade.

Os tratamentos foram determinados de acordo com a aplicacdo ou nao de
bolus de ECM (Bolus Lacto V6® - Phytobiotics Futterzusatzstoffe GmbH, Eltville,
Alemanha). O produto contém uma concentragdo minima de 4.000 mg e maxima de
7.000 mg de sanguinarina/kg de EMC (EFSA, 2021; Bampidis et al., 2023). O bolus é
fabricado por meio da compactacao do EMC, o que diminui a superficie de contato do
produto com o liquido do rumen, e permite a liberagéo lenta da substancia equivalente
a dose recomendada.

Ao serem alocadas no lote pré-parto, 24 dias antes da data prevista do parto,
0s animais receberam um bolus de 75 g, equivalente a dose de 1,5 g de EMC/dia (B1),
dois bolus de 75 g, equivalente a dose de 3,0 g de EMC/dia (B2), ou ndo receberam
bolus de EMC (CON). A dose recomendada pelo fabricante é de 1,5 a 3,0g de
EMC/dia, conforme as caracteristicas do rebanho. As doses utilizadas no experimento
foram escolhidas em decorréncia da forma de administragdo do produto, e visando
abranger os limites de fornecimento recomendados. O bolus de ECM era aplicado

com o auxilio de um aplicador de ima ruminal (ITC do Brasil).

2.2.2 Animais e instalacbes

O experimento foi conduzido em um rebanho comercial localizado em Castro,
Parang, Brasil (Latitude -24° 48’ 50” e Longitude -49° 58’ 17”), no periodo de setembro
de 2023 a fevereiro de 2024. Um total de 129 vacas da rag¢a Holandesa, 84 primiparas
e 45 multiparas, com média de 1,55 + 0,96 lactagdes. Os animais foram alocados
semanalmente ao lote pré-parto, de acordo com a data prevista de parto, com 251 £
1,0 dias de gestagao.

No momento da entrada no lote pré-parto, no dia do parto e no dia +28 em
relacdo ao parto, as vacas foram pesadas utilizando uma fita métrica para pesagem
de bovinos a partir da mensuragao do perimetro toracico e o escore de condigao
corporal (ECC) foi avaliado em uma escala de 1 a 5 pontos, onde 1 se refere a uma
vaca extremamente magra, e 5 a uma vaca extremamente gorda (Wildman et

al.,1982). Os animais sempre eram pesados no periodo da manha antes da
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alimentagédo. Os parametros PC e ECC foram determinados sempre pela mesma
avaliadora durante todo o experimento. Em média as vacas pesaram 717,86 + 56,34
kg na entrada do pré-parto, com ECC médio de 3,12 + 0,28.

Durante o periodo pré-parto, as vacas foram alojadas em instalagdo do tipo
compost barn, com acesso a piquete para atividade fisica. Apds o parto, as vacas
foram alocadas em outra instalagédo do tipo compost barn, sem acesso ao pasto, onde
ficavam por no minimo 21 dias pés-parto. Apos a liberacdo do pés-parto, os animais
eram direcionados para o lote de alta producdo, em uma instalagao tipo free-stall.
Todas as instalagdes eram equipadas com ventiladores na linha das camas, sistema
de aspersao de agua na linha do cocho e cobertura de serragem nas camas.

A temperatura ambiente e a umidade no interior do barracdo pdos-parto foram
monitoradas ao longo de todo o periodo experimental, em intervalos de 30 minutos,
utilizando um equipamento de monitoramento (Thermo-hygrometer - MX2301A Data
Logger HOBO) a 2 m do piso fixado no centro no barracdo. O indice de Temperatura-
Umidade (THI) foi calculado de acordo com Yousef (1985), com o propdsito de
identificar algum grau de estresse calérico dos animais, ainda mais que o presente
experimento foi conduzido predominantemente no verdo. O THI foi estimado segundo
a equacgao THI =T + 0,36 x SD + 41,2; onde T = temperatura (°C) e SD = ponto de
orvalho (°C). O THI ao longo das horas esta demonstrado no GRAFICO 1, e o THI ao
longo dos dias do periodo experimental esta demonstrado no GRAFICO 2. Durante o
periodo de condugao do experimento o THI foi em média 69,57 + 5,72. E o THI esteve
acima de 68 em 56,8% das medigdes. As médias de temperatura e umidade foram
22,28 £ 5,10°C e 73,72 £ 15,19%, em média.

Durante todo o periodo pés-parto as vacas foram ordenhadas trés vezes ao
dia (04h00, 12h00 e 20h00) em uma sala de ordenha do tipo espinha de peixe dupla
de dez postos com identificagdo automatica (GEA). Antes de cada ordenha as vacas
eram conduzidas por uma sala de espera com ventiladores e sistema de aspersao de
agua. A producéo de leite foi 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. Vacas que estavam
recebendo antibidtico eram ordenhadas por meio de um sistema de balde ao pé, na

mesma sala de ordenha, e nao eram retiradas do lote.
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GRAFICO 1 - INDICE DE TEMPERATURA E UMIDADE (THI) DENTRO DO BARRACAO POS-PARTO
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2.2.3 Dietas

As dietas foram formuladas de acordo com as novas exigéncias nutricionais
de vacas leiteiras no periodo de transicdo (NASEM, 2021) e estdo descritas nas
TABELAS 1 e 2. As vacas nos lotes pés e pré-parto foram alimentadas ad libitum na
forma de dieta total misturada (TMR), uma vez ao dia, as 14h00 e as 16h00,
respectivamente, e as quantidades de alimento foram ajustadas diariamente, para
resultar em pelo menos 10% de sobras de todo o lote.

A mensuragéo do pH de urina das vacas com o auxilio de um pHmetro portatil
(H198127 — Hanna Instruments Inc.) foi utilizada para confirmar se a dieta do lote pré-
parto estava causando o efeito acidogénico desejado, mantendo uma concentragao
de DCAD relativamente constante ao longo do periodo experimental. As mensuragdes
foram feitas duas vezes por semana. Durante o periodo experimental, o pH urinario
se manteve em média 6,21 + 0,1, dentro do recomendado para a eficaz prevencao de
hipocalcemia (Goff, 2008), e condizente com o DCAD estimado da dieta pré-parto (-
6,8 mEq/100g MS; TABELA 2).

TABELA 1 - DESCRIGCAO DAS DIETAS DOS LOTES PRE-PARTO E POS-PARTO

Ingrediente, % MS Pré-parto Pdos-parto
Silagem de milho 44,5 33,1
Palha de trigo 17,7 -
Pré secado de azevém - 15,3
Casca de soja 8,9 -
Farelo de soja ' - 5,8
Residuo de cervejaria 8,6 6,6
DDGS - 4,6
Milho moido - 9,1
Bicarbonato de sédio - 1,3
Ureia - 0,3
Suplemento mineral - vitaminico 0,6 1,7
Adsorvente de micotoxinas - 1,3
Racéao pré-parto 2 19,7

Ragéo lactagéo 3 - 18,0

' — Farelo de soja 46,5%PB
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2 — Rag#o Elite Pré-parto 30%PB (Castrolanda Cooperativa Agroindustrial)
3 — Ragao Suprema Lactagao Especial 23%PB (Castrolanda Cooperativa Agroindustrial)

TABELA 2 - COMPOSICAO DAS DIETAS DOS LOTES PRE-PARTO E POS-PARTO

ltem Pré-parto Pds-parto
Proteina bruta, % 14,3 17,9
FDN, %' 43,8 35,0
FDA, % 2 27,3 18,8
CNF, % 3 29,8 34,7
Amido, % 20,9 28,7
Ca, % 4 1,3 0,7
P, %° 0,3 0,4
Mg, % © 0,4 0,3
K, % ’ 1,1 1,1
S, %?8 0,3 0,2
DCAD, mEg/100g° -6,8 39,0

' Fibra em detergente neutro; 2 Fibra em detergente acido; 2 Carboidrato n&o fibroso;

4 Calcio; ° Fésforo; ® Magnésio; 7 Potassio; 8 Enxofre; ° Diferenga catiénica-aniénica da dieta.

2.2.4 Manejo durante o parto

As vacas foram observadas quanto aos sinais do parto, e qualquer forma de
intervencgao foi evitada, com excecao dos partos com duragao prolongada (>2 h). A
propriedade n&o possuia maternidade; os partos aconteciam, sem auxilio, no barracao
pré-parto. Apos o parto, as vacas eram encaminhadas ao lote pds-parto e a primeira
ordenha ocorria no horario da proxima ordenha do lote pds-parto e era realizada na
sala de ordenha principal, por meio de sistema “balde ao pé”. Quando possivel o
colostro era coletado e uma aliquota era coletada para mensurag¢ao do Brix através
de um refratdbmetro analdgico portatil. Colostros de boa qualidade (>25% Brix) eram
armazenados e congelados. Os bezerros eram levados ao bezerreiro onde recebiam
4L de colostro em até 2h apds o nascimento. Como parte do manejo da fazenda, todas
as vacas, em até 24 horas apoés o parto, receberam doses de complexo vitaminico (15
mL, Adaptador® Vit, Biogénesis Bagd) e mineral (15 mL, Adaptador® Min, Biogénesis
Bago).
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2.2.5 Coleta e analise de amostras

Amostras da TMR dos lotes pré-parto e pos-parto, bem como amostras do
volumosos foram coletadas mensalmente, identificadas e armazenadas a -20°C até o
processamento. Todo o processamento e analises dos teores de MS, cinzas, proteina
bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), extrato
etéreo, lignina e macrominerais foram realizadas pelo Laboratério de Nutricdo Animal
da Universidade Federal do Parana (TABELA 3).

TABELA 3 - COMPOSICAO MEDIA DOS INGREDIENTES VOLUMOSOS

ltem Silagem de Silagem de Pré-Secado Palha de
milho Aveia de Azevém Trigo

Matéria seca, % 40,06+586 4498+0,59 39,03+6,3 8501+3,64
Proteina bruta, % 6,38 + 0,61 12,37 £0,58 18,79+1,25  3,81+0,63
FDN, % 38,78 +553 53,46+1,62 4454+058 76,79+0,88
FDA, % 2 21,98+3,31 3048140 2418+1,65 47,41+0,95
Extrato etéreo, % 2,47 £ 0,35 1,59 + 0,04 2,60 £ 0,34 0,65+ 0,20
Lignina, % 2,88 £ 0,47 2,92 £0,24 048+152 10,64 +1,17
K, % 3 0,69+ 0,19 3,61+ 0,01 3,72+0,08 1,24 £ 0,32
Ca, % * 0,19 £ 0,02 0,42 £ 0,05 0,48 £ 0,07 0,17 £ 0,01
P, % ° 0,19+ 0,03 0,22 £ 0,01 0,46 + 0,01 0,09 + 0,02

! Fibra em detergente neutro; 2 Fibra em detergente acido; 2 Potassio; 4 Calcio; 5 Fosforo.

Amostras de leite individuais foram coletadas semanalmente até 30 dias pés-
parto de cada vaca. As amostras foram obtidas por um amostrador da prépria
ordenhadeira, que era acoplado no sistema, no momento da ordenha da tarde (entre
12h00 e 17h00) e armazenadas sob refrigeracdo em frascos com o conservante
bronopol (2-bromo-2- nitropropano-1,3-diol) para analise.

As amostras foram analisadas no Laboratério Centralizado de Qualidade do
Leite (PARLEITE) da Associagdo Paranaense dos Criadores de Bovinos da Raca
Holandesa (APCBRH). A composicdo e a qualidade do leite (teores de gordura,
proteina, lactose, solidos totais, caseina, nitrogénio ureico no leite (NUL) e CCS) foram

mensuradas em analisadores automatizados (Nexgen, Bentley Instruments®) por
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espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). Os valores de
ELCS foram calculados utilizando a formula ELCS = [Log2 (CCS/100.000)] + 3.

A partir de 265 dias de gestacao (d-10 em relagao a data do parto), o sangue
foi coletado de todas as vacas e, em seguida, nos dias 0, 3, 7, 14 e 28 pds-parto. As
amostras foram colhidas dos vasos coccigeos em tubos vacuolizados (Vacutainer®)
de 9 mL sem anticoagulante para coleta do soro, e em tubos de 6 mL com EDTA para
coleta do plasma. Os tubos foram centrifugados por 15 min a 2.500 x g a temperatura
ambiente e o soro ou plasma sobrenadante foi pipetado e distribuido em triplicatas de
microtubos eppendorfs de 2 mL, e posteriormente congelados a -20°C até a analise.

As amostras de soro foram encaminhadas para analise de calcio total,
albumina, aspartato amino transferase (AST), bilirrubina, colesterol, gama glutamil
transferase (GGT), glicose, triacilglicerol (TAG), beta-hidroxibutirato (BHB) e acidos
graxos nao esterificados (AGNE).

Por meio de glicosimetro portatil digital e tiras reagentes (FreeStyle Optium
Neo Abbott) foi realizado o monitoramento das concentragbes de corpos cetbnicos
(dias 3, 7 e 14 pos-parto) e de glicose (dia 7 pos-parto) no sangue total ainda fresco.
A mensuragdo de BHB do sangue é a forma mais utilizada para o diagndstico de
cetose, e animais com concentracdes séricas de BHB igual ou acima de 1,2 mmol/L
em pelo menos uma das mensuragdes foram categorizados como hipercetoticos
(lwersen et al., 2009; Van Saun, 2016).

2.2.6 Definicdo de doengas e mortalidade

A incidéncia de doencas clinicas foi avaliada desde o parto até 60 dias apds
o parto e todas as doencgas foram definidas antes de iniciar o estudo. Todas as vacas
foram acompanhadas durante o pds-parto, € qualquer mudanca de comportamento
(inapeténcia ou queda na producgao de leite) ou sinal clinico apresentado por qualquer
vaca era monitorado pela equipe da fazenda.

A retengdo de membranas fetais (RMF) ou retengdo de placenta foi
considerada como a falha de expulsar as membranas fetais em até 24 h apds o parto.
A metrite puerperal foi diagnosticada pela presenca ou expulsédo vaginal de conteudo
liquido, de cor marrom, odor fétido, com ou sem presenca de pus, com ou sem febre
(2 39,5°C), até 20 DEL (Sheldon et al., 2009).
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Vacas com atonia ruminal e inapeténcia suspeita de deslocamento de
abomaso foram diagnosticadas por ausculta e percussdao proximo as fossas
paralombares, confirmado durante a intervencado cirdrgica para corregdo por
omentopexia.

A mastite clinica foi diagnosticada antes de cada ordenha e todas as vacas
foram examinadas quanto a presenga de leite anormal, com ou ndo presenga de
grumos em um ou mais quartos, além de outros sinais clinicos. Uma amostra de leite
de cada quarto afetado de vacas diagnosticadas com mastite era coletada para
posterior analise microbiologica utilizando um kit para cultura (SmatLab, OnFarm).

Hipercetonemia ou cetose foi definida como concentragbes séricas BHB =
1,20 mmol/L em pelo menos uma amostra coletada nos dias 3 e 7 pds-parto.

Vacas com mais de uma doenca clinica foram classificadas como portadoras
de multiplas doencas. O descarte dos animais, voluntario ou involuntario, foi
considerado até 60 DEL.

2.2.7 Analise estatistica

As variaveis foram analisadas pelo programa estatistico SAS versao 9.4 (SAS
University Edition, Cary, NC). Os dados pré e pos-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.

O modelo utilizado pode ser representado pela seguinte equagéo:
Yijie= M TitB; + Vi) il

Onde:

Yik: Valor observado da variavel dependente.

M: Intercepto (média geral).

Ti: feito fixo do grupo i (CON, B1, B2).

Bj: Efeito aleatdrio de bloco j.

yk(): Efeito aleatorio de animal k dentro do grupo i.

igijk: Erro residual.



49

Para as variaveis com medida repetida, o modelo incluiu os efeitos fixos de
tratamento, paridade, tempo e suas interacoes, e os efeitos aleatérios de bloco e de
vaca aninhada dentro de tratamento.

As seguintes estruturas de covariancia foram testadas: auto regressiva de
primeira ordem [AR(1)], ndo estruturada (UN), simétrica composta (CS), e Toeplitz
(TOEP), e aquela que apresentou o menor valor do critério de informacao de Akaike
corrigido (AICC) foi selecionada.

A normalidade dos residuos e a homogeneidade da variancia foram
examinadas para cada variavel dependente continua analisada. Aquelas que nao
apresentaram normalidade foram submetidas a transformagdo de acordo com o
procedimento Box-Cox (Box; Cox, 1964) usando uma macro para modelos mistos no
SAS (Piepho, 2009). As médias dos quadrados minimos e o erro padrdao médio foram
novamente transformados para apresentacdo dos resultados de acordo com
Jorgensen e Pedersen (1997).

As variaveis binarias, incidéncia de doengas, foram analisadas por modelos
lineares generalizados de efeitos mistos usando regressdo logistica com o
procedimento GLIMMIX do SAS. Os modelos estatisticos incluiram o efeito fixo de

tratamento e o efeito aleatoério de bloco.

O modelo utilizado pode ser representado pela seguinte equagéo:
Log <i> = P+ TRty e
1-Pj b
Onde:
pik: Probabilidade de ocorréncia do evento, para a vaca no bloco.
M: Intercepto (média geral).
Ti: feito fixo do grupo i (CON, B1, B2).
Bj: Efeito fixo da paridade j.
Y«: Efeito aleatério do bloco k.

€ik: Erro residual.

A significancia estatistica para todas as variaveis foi considerada em P < 0,05,

e a tendéncia foi considerada em 0,05 < P <0,10.
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O peso corporal e o ECC sao apresentados na TABELA 4. As vacas do grupo

B1 comegaram o periodo experimental com ECC mais baixo que as vacas dos grupos
B2 e CON (3,04 vs. 3,16 e 3,15, P = 0,03) e apresentaram tendéncia (P = 0,06) de

finalizar o periodo experimental também abaixo dos outros grupos (2,67 vs. 2,79 e

2,76). Porém nao houve diferencas significativas na mudanga de ECC entre o pré-

parto e pés-parto (P = 0,93). O peso corporal médio das vacas nao diferiu entre os

grupos em nenhum dos tempos de pesagem, bem como na mudanga de peso entre o

pré e pos-parto, que nao apresentou significancia estatistica (P = 0,13).

TABELA 4 - EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO DE EMC NO PRE-PARTO SOBRE O PESO

CORPORAL E ESCORE DE CONDIGAO CORPORAL DOS ANIMAIS

Valor P

Item CON B B2 ' gpy gupo PLYs EMCVS
Peso corporal, kg

Pré-parto 7225 716,99 7141 717,8 10,58 0,78 0,97 0,77
Parto 712,77 705,8 7059 708,1 10,64 0,74 1,00 0,84
Pos-parto 687,8 683,7 682,5 684,7 10,58 0,90 0,99 0,88
Mudanca' -34,7 -33,2 -31,6 -33,2 1,24 0,13 0,49 0,29

ECC,1a5

Pré-parto 3,15 3,04 3,16 3,13 0,05 0,03 0,07 0,16
Parto 3,11 3,06 3,13 3,09 0,04 0,32 0,32 0,67
Pos-parto 2,76 267 2,79 2,74 0,05 0,06 0,08 0,31
Mudanga? -0,39 -0,37 -0,37 -0,38 0,04 0,93 1,00 0,71

"Mudanca no peso corporal calculada pela diferenca entre o PC pés-parto e o PC pré-parto.

2Mudanga no ECC calculado pela diferenca entre o ECC pés-parto e o ECC pré-parto.
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2.3.1 Produgao e composigao do leite

A administracdo de EMC néo resultou em nenhuma alteracao significativa na
composicao do leite. Teores (%) e produgdes (kg/d) de gordura, proteina, lactose,
caseina e solidos totais foram estatisticamente similares (P > 0,10) entre os
tratamentos (TABELA 5). O NUL também n&o diferiu (P = 0,30) entre os grupos de
tratamento (P = 0,30). A producéao de leite até os 100 DEL nao sofreu influéncia (P =
0,67) da administracao de EMC; da mesma forma, a produgéo de leite corrigida para
energia (PLCE) também n&o diferiu (P = 0,46) entre os grupos.

No estudo conduzido por Wang et al. (2018) com vacas em meio de lactagao,
utilizando 1g e 10g de EMC/animal/d, também nao foram observadas mudancas na
producdo e composicao do leite. Isso pode indicar que os efeitos do EMC sobre a
inflamac&o nao refletem em mudancgas significativas em parametros produtivos.

Assim como o teor e a produgao de gordura no leite, o perfil de acidos graxos
da gordura do leite também nao sofreu influéncia (P > 0,10) da administracdo de EMC
nas primeiras quatro semanas pos-parto (TABELA 6). A baixa producdo de AG De
Novo pode estar relacionada com a ocorréncia de acidose ruminal subclinica
(Fukumori et al., 2021). Quando o pH do rumen cai em decorréncia da maior produgao
de acidos graxos volateis (AGVs) a concentracdo de acetado produzido também cai.
Sem acetato a produgéo de gordura na glandula mamaria € deprimida, principalmente
pela deficiéncia de AG De Novo, essencialmente produzidos no ubere. Ao todo 41
vacas, 31,78%, produziram em ao menos uma coleta menos de 23% de AG De Novo

compondo a gordura do leite.
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TABELA 5 - EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO DE EMC NO PRE-PARTO SOBRE A PRODUCAO E
COMPOSICAO DO LEITE

Valor P
Parametro CON B1 B2 EPM  Grupo 518‘2’3' E'(\)"rﬁr(‘)’fe
Produgéo de Ieite1, kg/d 52,90 52,22 52,60 1,17 0,88 0,95 0,67
Produgéo de Ieitez, kg/d 48,22 46,90 47,37 1,18 0,59 0,95 0,36
PLCE, kg/d3 48,34 46,42 47,67 1,37 0,46 0,71 0,35
Gordura, kg/d 1,78 1,71 1,77 0,07 0,66 0,74 0,61
Proteina, kg/d 1,52 1,46 1,47 0,03 0,30 0,93 0,14
Lactose, kg/d 2,27 2,18 2,22 0,05 0,38 0,79 0,22
Sélidos totais, kg/d 6,01 5,77 5,89 0,15 0,39 0,78 0,24
Caseina, kg/d 1,20 1,16 1,17 0,02 0,31 0,93 0,14
Gordura, % 3,71 3,67 3,79 0,10 0,53 0,58 0,76
Proteina, % 3,19 3,16 3,16 0,04 0,76 1,00 0,46
Lactose, % 4,71 4,65 4,70 0,03 0,26 0,47 0,27
Sélidos totais, % 12,52 12,40 12,54 0,12 0,50 0,52 0,68
Caseina, % 2,53 2,51 2,51 0,03 0,78 1,00 0,48
NUL, mg/dL 15,99 15,75 16,70 0,55 0,30 0,29 0,68

" Produgéo de leite nas primeiras 14 semanas de lactagdo; 2 Produgéo de leite média referente ao dia
de coleta de amostras de leite para analise de composigao; 3 produgéo de leite corrigida para energia
=[(0,327 x producéo de leite) + (12,95 x produgao de gordura) + (7,20 x kg de proteina)]
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TABELA 6 - EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO DE EMC NO PRE-PARTO SOBRE O PERFIL DE
ACIDOS GRAXOS DA GORDURA DO LEITE (g/100g DE LEITE)

Valor P
Item CON  Bf B2 EPM  Grupo B1vs. B2 (E:'c\)"rﬁr;’fe
AG Saturados (SFA) 2,13 2,09 2,16 0,06 0,66 0,64 0,96
AG Insaturados (UFA) 1,25 1,26 1,30 0,04 0,56 0,75 0,40
AG Monoinsaturados (MFA) 1,08 1,10 1,13 0,03 0,56 0,79 0,38
AG Polinsaturados (PFA) 0,19 0,19 0,20 0,01 0,73 0,71 0,99
Acido palmitico (C16:0) 0,99 0,99 1,02 0,02 0,53 0,62 0,50
Acido estearico (C18:0) 0,45 0,46 0,47 0,01 0,56 0,91 0,31
Acido oleico (C18:1) 0,93 0,95 0,98 0,03 0,45 0,79 0,27
Pré-formado 1,33 1,34 1,38 0,04 0,51 0,63 0,44
Misto 1,11 1,09 1,12 0,03 0,70 0,69 0,89
De Novo 0,89 0,87 0,90 0,03 0,74 0,77 0,74

2.3.2 Qualidade do leite

A suplementacao de EMC, no entanto, mostrou efeito sobre a inflamagéo da

glandula mamaria. As vacas tratadas que receberam os bolus tiveram menores

valores de CCS (cél. /mL x 10%) nas primeiras quatro semanas de lactagéo (P < 0,01).

No entanto os valores de escore linear de CCS néo refletiram a mesma significancia

(P = 0,11). As médias de CCS registradas nas primeiras semanas pos-parto estao

descritas na TABELA 7. As vacas dos grupos B1 e B2 estdo enquadradas dentro do

parametro de auséncia de mastite subclinica, isto €, CCS < 200 x 103 cél. /mL de leite.

Ja as vacas do grupo CON podem ser enquadradas como risco de mastite,

categorizadas como mastite subclinica, quando ainda ndo ha manifestacgao clinica na
inflamacao (Schwarz et al., 2011, 2020; Fernandes et al., 2021).
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TABELA 7- EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO DE EMC NO PRE-PARTO SOBRE A CONTAGEM DE
CELULAS SOMATICAS (CCS) E O ESCORE LINEAR DE CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS

(ELCS)
Valor P
ltem CON B1 B2 EPM Grupo B1 vs. B2 EMC vs.
Controle
ELCS3 2,69 2,55 2,55 0,08 0,29 0,99 0,11
CCS, cél. /mL x 108 288,33 78,77 65,45 67,84 <0,01 0,98 <0,01

3CCS Linear = [Log2 (CCS/100.000)] + 3.

As vacas do grupo CON apresentaram um aumento da CCS ao passar das

semanas, diferentemente das vacas dos grupos B1 e B2 que conseguiram manter a
CCS estavel nas primeiras semanas de lactagdo (GRAFICOS 3 e 4). Tanto a CCS

como a evolugdo do parametro ao longo das semanas revelam que as vacas que

receberam o EMC foram mais eficazes em regular a inflamagao na glandula mamaria.

Os dados encontrados no presente estudo estdo em acordo com estudos em cabras

em lactacao (Ling et al., 2023), os quais também observaram menores valores de CCS

para animais tratados com EMC.

GRAFICO 3 — EVOLUGCAO DA CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS (CCS) AO LONGO DAS
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Semanas pos-parto

PRIMEIRAS QUATRO SEMANAS POS-PARTO
EMC vs. Controle = Semana 1 P =0,03; Semana 2 P =0,28; Semana 3 P =0,35; Semana 4 P =0,02.
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GRAFICO 4 - EVOLUGAO DO ESCORE LINEAR DE CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS (ELCS)
AO LONGO DAS PRIMEIRAS QUATRO SEMANAS POS-PARTO
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Semanas pos-parto

EMC vs. Controle = Semana 1 P =0,42; Semana 2 P =0,85; Semana 3 P =0,67; Semana 4 P =0,05.

Apesar da acao especifica do EMC e seus principios ativos na glandula
mamaria de bovinos ainda ser incerta, os estudos farmacoldgicos focados em outras
espécies conseguem demonstram que a agao anti-inflamatoéria do composto pode
justificar o ndo aumento da CCS nos grupos suplementados com EMC no presente
estudo.

A acao anticancerigena do EMC e seus componentes em casos de cancer de
mama em humanos é bastante explorada pela industria farmacéutica. A inibicdo do
TNF-a (Messeha et al., 2022) e da via MAPK (Candas et al., 2014) na glandula
mamaria pela sanguinarina presente no EMC contribui para a atenuagdo da
inflamacgao e redugéo do recrutamento de células imunes. A sanguinarina mostrou-se
eficaz em reduzir a agdo da COX-2 em ensaios farmacolégicos simulando cancer de
mama (Park et al., 2014), resultado que demonstra o potencial de redugéo do dano
tecidual pelo estresse oxidativo na glandula mamaria.

Um estudo conduzido por Zheng et al. (2022) conseguiu demonstrar a agao
da sanguinarina na inibicdo do estresse oxidativo na gléandula mamaria em
camundongos desafiados com LPS (lipopolissacarideos). Camundongos tratados
com sanguinarina reduziram a secregao de mieloperoxidase, um biomarcador que
indica dano tecidual vascular. Além disso, a sanguinarina tem o efeito de garantir a
integridade da barreira sangue-leite, diminuindo a entrada de possiveis patégenos na

corrente sanguinea.



56

No presente estudo n&o foi realizada analise de CCS diferencial. A técnica por
citometria de fluxo € bem estabelecida e pode esclarecer melhor qual o perfil de
células que estao sendo liberadas no leite (Kikerby et al., 2020). Para futuros estudos
torna-se recomendavel a avaliagcdo da CCS diferencial a fim de entender os efeitos do
EMC sobre o recrutamento de células imunes e quais as correlacdes com a inflamacao

do ubere.

2.3.3 Metabdlitos séricos e marcadores de metabolismo hepatico

As medidas ao longo do tempo (-7, 1, 3, 7, 14 e 28 dias em relagéo ao parto)
estdo representadas juntas nos GRAFICOS para a observacéo da evolucéo ao longo
do tempo, porém os tempos pré- e pos-parto foram analisados separadamente.

Tanto colesterol (GRAFICO 5) como TAG (GRAFICO 6) ndo sofreram
influéncia da administragdo de EMC no pré-parto. Ambos os marcadores nao
representaram nenhuma diferenca entre os grupos, em nenhum dos tempos

avaliados.

GRAFICO 5 - EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO DE EMC SOBRE A CONCENTRAGCAO SERICA DE
COLESTEROL AO LONGO DO TEMPO
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Dias em relagao ao parto

EMC vs. Controle = Tempo -7 - P =0,86; Tempo +1 P =0,91; Tempo +3 P =0,33; Tempo +7 P =0,90;
Tempo +14 P =0,21; Tempo +28 P =0,13
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GRAFICO 6 - EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE EMC SOBRE A CONCENTRAGCAO SERICA DE
TRIGLICERIDEOS AO LONGO DO TEMPO
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Dias em relagédo ao parto

EMC vs—. Controle = Tempo -7 - P =0,38; Tempo +1 P =0,28; Tempo +3 P =0,61; Tempo +7 P =0,69;
Tempo +14 P =0,11; Tempo +28 P =0,57

A concentragao sérica de glicose também nado sofreu influéncia da
suplementacédo de EMC (GRAFICO 7). Em nenhum dos tempos foi possivel observar
alguma diferenca entre os tratamentos. O mesmo resultado foi encontrado para os
dados coletados pela mensuragéo utilizando o glicosimetro portatil. As alteragdes de
AGNE (GRAFICO 8) ao longo das primeiras semanas foram similares entre os trés
grupos de tratamento. Ou seja, a lipomobilizacao pos-parto nao foi afetada pela
administragédo de bolus de EMC no pré-parto.

No entanto, quanto as concentracdes de BHB (GRAFICO 9), no dia +7 em
relacdo ao parto, o grupo CON apresentou tendéncia (P = 0,07) de maiores
concentracdes séricas de BHB em comparagao aos grupos B1 e B2 (TABELA 8). O
mesmo resultado foi encontrado para os dados coletados pela mensuracéao utilizando
o glicosimetro portatil. Além disso, a mudanca nos niveis séricos de BHB entre os dias
+3 e +7 também foi maior (P = 0,09) para o grupo CON. O mesmo resultado nao se
repetiu (P = 0,34) quanto a mudanca do dia + 7 para o dia +14 (TABELA 8). Esse dado
indica que o EMC conseguiu auxiliar na regulagcao da hipercetonemia, indicando seu
potencial na protegdo hepatica. Maiores concentracbes de BHB no sangue nas
primeiras duas semanas pos-parto, e especialmente na primeira semana, estao
relacionadas com maiores riscos de descarte nos primeiros 60 dias de lactacéo
(Roberts et al., 2012).
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GRAFICO 7 - EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE EMC SOBRE A CONCENTRAGCAO SERICA DE
GLICOSE AO LONGO DO TEMPO
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EMC vs. Controle = Tempo -7 - P =0,48; Tempo +1 P =0,38; Tempo +3 P =0,11; Tempo +7 P =0,48;
Tempo +14 P =0,50; Tempo +28 P =0,80

GRAFICO 8 - EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE EMC SOBRE A CONCENTRAGCAO SERICA DE
AGNE AO LONGO DO TEMPO
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EMC vs. Controle = Tempo -7 - P =0,75; Tempo +1 P =0,43; Tempo +7 P =0,98;
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GRAFICO 9 - EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE EMC SOBRE A CONCENTRAGCAO SERICA DE
BHB AO LONGO DO TEMPO
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EMC vs. Controle = Tempo +3 P =0,63; *Tempo +7 P =0,07; Tempo + 14 P =0,50.

TABELA 8 - EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO DE EMC SOBRE A CONCENTRACAO SERICA DE
BHB DURANTE O PERIODO EXPERIMENTAL

Valor P

BHB, mmol/L CON B1 B2 EPM Grupo B1vs.B2 EMC vs.

Controle
Dia +3 065 064 067 0,03 0,61 0,66 0,63
Dia +7 0,75 066 0,71 0,03 0,09 0,45 0,07
Dia +14 0,70 066 0,68 0,04 0,71 0,88 0,50
Mudanga (+3p/+7)' 010 002 004 0,04 0,21 0,83 0,09
Mudanga (+7 p/ +14)*> 005 0,00 -0,03 0,04 0,40 0,61 0,34

' Diferenga no BHB entre os dias +3 e +7 em relagdo ao parto (Mudanga = BHB +7 - BHB+3)
2 Diferenga no BHB entre os dias +7 e +14 em relag&o ao parto (Mudanga = BHB +14 - BHB+7)

Baixos niveis de calcio sérico nos primeiros trés dias de lactagdo estao
associados a maiores incidéncias de doencgas no periodo pos-parto (Venjakob et al.,
2021). A concentragao de calcio total no sangue foi similar (P = 0,95) entre os trés
grupos no dia +1, porém tendeu a ser mais alta (P = 0,09) para as vacas do grupo
CON vs. B1 e B2 no dia +3 em relagéo ao parto (GRAFICO 10). No entanto as vacas
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que receberam o EMC recuperaram os niveis de calcio e ndo houve diferenca (P =
0,20) entre os grupos no dia +7 em relagao ao parto.

A secrecgao de bilirrubina do pré-parto ao fim do periodo experimental nao foi
diferente entre os grupos de tratamento (GRAFICO 11). O aumento na secrecéo de
bilirrubina é esperado ao redor do parto (Bossaert et al., 2012), mas nao foi
influenciado pelos tratamentos testados.

Ja a secregcao de albumina foi maior para o grupo controle no pré-parto
(GRAFICO 12). Porém, a diferenca entre os tempos, isto é a capacidade de
recuperacao hepatica foi melhor para os grupos que receberam o EMC (TABELA 9).
A albumina é uma proteina de fase aguda negativa, e a sua redugao no periparto é
indesejavel, pois € um indicativo do aumento de proteinas inflamatérias de fase aguda
positiva, que levardo a uma resposta inflamatéria intensa e exacerbada (Rowlands et
al., 1980; Piccione et al., 2011).

O indice de funcionabilidade hepatica (LFIl) foi calculado de acordo com
Bertoni e Trevisi (2013). Os valores de LFI entre os grupos de tratamento foram
similares (TABELA 10), em acordo com os resultados encontrados para as variaveis

colesterol, bilirrubina e albumina.

GRAFICO 10 - EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE EMC SOBRE A CONCENTRACAO SERICA DE
CALCIO AO LONGO DO TEMPO

=B B1 =A=B2 :-¢::CON

10,0 T

o5 | ey T
o0l ™ * i‘:” g
85 + \ gt s

8,0 [ .\.* i, s

’ .t rd
75 eIl
70 |
65 |
6,0 1
55 1

510 1 ! 1 1 1 J
-7 1 3 7 14 28
Dias em realagao ao parto

Calcio, mg/dL

EMC vs. Controle = Tempo -7 - P =0,72; Tempo +1 P =0,95; Tempo +3 P =0,09; Tempo +7 P =0,20;
Tempo +14 P =0,43; Tempo +28 P =0,52
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GRAFICO 11 - EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO DE EMC SOBRE A CONCENTRAGAO SERICA DE
BILIRRUBINA AO LONGO DO TEMPO
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GRAFICO 12 - EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO DE EMC SOBRE A CONCENTRAGAO SERICA DE
ALBUMINA AO LONGO DO TEMPO
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EMC vs. Controle = *Tempo -7 - P =0,03; Tempo +1 P =0,59; Tempo +3 P =0,23; Tempo +7 P =0,20;
Tempo +14 P =0,62; Tempo +28 P =0,94.
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TABELA 9 - EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE EMC SOBRE A CONCENTRAGAO SERICA DE
ALBUMINA DURANTE O PERIODO EXPERIMENTAL

Valor P
Albumina, g/dL CON  Bt1 B2 EPM Grupo B1vs.B2 Elc\)ﬂrgrz)llse.
Dia -7 3,70 3,52 3,54 0,07 0,09 0,96 0,03
Dia +7 366 356 360 0,06 0,32 0,72 0,20
Dia +28 3,90 3,88 3,87 0,07 0,99 0,99 0,94
Mudanga (+3-+7)" 004 0,04 006 0,08 0,58 0,97 0,31
Mudanga (+7-+14) o4 032 027 0,07 0,74 0,73 0,88

' Diferenga na concentragdo de albumina entre os dias -7 e +7 em relagéo ao parto
(Mudanga = ALB+7 - ALB -7)

2 Diferenga na concentragéo de albumina entre os dias +7 e +28 em relagéo ao parto
(Mudancga = ALB+28 - ALB+7)

TABELA 10 - EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO DE EMC SOBRE O iINDICE DE FUNCIONALIDADE
HEPATICA (LFI)

Valor P
B1 vs. EMC vs.
ltem CON  B1 B2 EPM  Grupo B2 Controle
Albumina (AIb-)' 4935 195 1937 039 097 0,98 0,89
Colesterol (CoMIy 544 197 205 008 023 069 0,13
Bilirrubina (Bil-1)3 260 2,93 237 043 0,56 0,53 0,90
LFI4
213 167 205 051 0,71 0,80 0,59

" Albumina (Alb-1) subindice = 50% Alb3 + 50% (Alb28 - Alb3); Valores utilizados de albumina para o
célculo em g/L

2 Colesterol (Col-I) subindice = 50% Col3 + 50% (Col28 - Col3) ; Valores utilizados de colesterol para o
célculo em mmol/L

3 Bilirrubina (Bil-1) subindice = 67% Bil3 + 33% (Bil3 — Bil28); Valores de bilirrubina utilizados para o
calculo em umol/L

4 Indice de Funcionalidade Hepética (LF1) = (Alb-I - 17,71)-1,08 + (Chol-I - 2,57)/0,43 - (Bil-I - 6,08)/2,17
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As enzimas hepaticas GGT (GRAFICO 13) e AST (GRAFICO 14) tiveram
comportamento similar ao longo do periodo de transicdo. A GGT foi mais alta em
vacas do grupo CON nos tempos +7 e +14 pés-parto. Ao passo que a AST foi mais
alta para vacas no grupo CON nos tempos +7, +14 e +28.

A GGT tem como fungédo regular o metabolismo de glutationa, um importante
antioxidante. O nivel elevado de GGT no sangue indica estresse oxidativo demasiado.
A AST tem acéo inespecifica, é atuante no figado, mas também em tecido muscular;
além disso, é uma das enzimas ligadas ao transporte hepatico de proteinas. Altos
niveis de AST indicam além de les&o hepatica, também lesdo muscular (Hoffmann;
Solter, 2008). A elevagao das concentragdes séricas de ambas as enzimas pode estar
correlacionada com as alteragdes no clearance hepatico, isto €, na modificagado do
perfil de exportagado de proteinas pelo figado, durante o inicio da lactagado que tendem
a causar danos teciduais e esteatose hepatica (Ametaj et al., 2005; Hoffmann; Solter,
2008).

GRAFICO 13 - EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO DE EMC SOBRE A CONCENTRAGAO SERICA DE
GGT AO LONGO DO TEMPO
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Dias em relagao ao parto

EMC vs. Controle = Tempo -7 - P =0,39; Tempo +1 P =0,58; Tempo +3 P =0,46; *Tempo +7 P <0,01;
*Tempo +14 P =0,01; Tempo +28 P -0,11
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GRAFICO 14 - EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO DE EMC SOBRE A CONCENTRAGAO SERICA DE
AST AO LONGO DO TEMPO
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Dias em relagao ao parto
EMC vs. Controle = Tempo -7 - P =0,43; Tempo +1 P =0,48; Tempo +3 P =0,23; *Tempo +7 P <0,01;
*Tempo +14 P =0,03; *Tempo +28 P =0,06

2.3.4 Saude e sobrevivéncia

Os efeitos da suplementacao de EMC na saude, doencgas e sobrevivéncia séo
apresentados na TABELA 11. Nao houve nenhum caso de hipocalcemia clinica e
deslocamento de abomaso entre as vacas experimentais. Os tratamentos nao
influenciaram na incidéncia de RMF (P = 0,61), metrite puerperal (P = 0,91),
hipercetonemia (P = 0,79) e mastite (P = 0,93). O grupo CON teve maior numero de
vacas com multiplas doengas, porém a magnitude dos casos nao resultou em
significancia estatistica.

Até os 60 DEL apenas seis vacas foram descartadas, e ndo houve nenhuma
morte. A taxa de descarte foi igual para os trés grupos. Trés vacas foram descartadas
por mastite (B1=1 e CON=2), duas por lesbes causadas por acidentes dentro do
barracdo (B1=1 e B2=1) e uma por problemas de casco (B2=1).

O rebanho que recebeu o presente estudo tem um histérico de baixa
incidéncia de doengas, com animais muito saudaveis e produtivos. Como a saude das
vacas nao é desafiada, ja que os animais ndo enfrentam grandes desafios, o EMC
nao refletiu em resultados palpaveis neste cenario. O potencial do EMC pode ser
explorado em rebanhos com diferentes cenarios para comprovar se realmente ndo ha

consequéncias sobre a incidéncia de doengas em vacas leiteiras. Outro ponto



65

relevante é que o numero de animais experimentais por tratamento foi estimado para
alcangar diferengas entre CCS, o que foi de fato alcangado. Para buscar diferengas
na incidéncia de doengas entre os tratamentos, provavelmente teriamos que ter

centenas de animais experimentais para cada grupo experimental.

TABELA 11 - EFEITOS DA Sl:lPLEMENTAQAO DE EMC NO PRE-PARTO SOBRE A INCIDENCIA
DE DOENGCAS E SOBREVIVENCIA NO POS-PARTO

Valor P

Incidéncia EMC vs.
ltem (%) CON B1 B2 Grupo Controle
Mastite? 13,2(n=17) 13,9 (n=6) 13,9 (n=6) 11,6 (n=5) 0,93 0,85
Metrite puerperal? 7,7 (n=10)  69(n=3) 6,9(n=3) 9,3 (n=4) 0,91 0,81
RMF?2 46 (n=6) 6,9(n=3) 4,6(n=2) 2,3 (n=1) 0,61 0,36
Hipercetonemia? 15,5(n=20) 13,9 (n=6) 13,9 (n=6) 18,6 (n=8) 0,79 0,74
Multiplas doencas2 8.5 (n=11) 116 (n=5) 6,9 (n=3) 6,9 (n=3) 0,69 0,39
Descarte? 4,6 (n=6) 4,6 (n=2) 4,6 (n=2) 4,6 (n=2) 1,00 1,00

"Hipercetonemia foi considerada quando concentragéo de BHB no sangue total foi = 1,2 mM no dia 3
ou no dia 7 poés-parto.
2Eventos considerados nos primeiros 60 DEL.

2.4 CONCLUSAO

A suplementagao de EMC no pré-parto ndo impactou de forma significativa o
desempenho produtivo ou a incidéncia de doengas no periodo pos-parto. No entanto,
o fornecimento de EMC mostrou uma associac¢ao positiva com a redug¢ao da CCS, o
que sugere um efeito protetor sobre a glandula mamaria, com a mediagcdo da
inflamacado. Além disso, os grupos tratados com EMC apresentaram menores
concentragdes de GGT e AST, indicando uma redugao no estresse oxidativo e menor
lesdao hepatica. Esses achados reforcam o potencial do EMC em promover uma
melhor fungdo hepatica e saude metabdlica durante o periodo de transigcdo. Nao
houve resultados significativamente diferentes entre os grupos B1 e B2, o que indica
que ambas as doses de EMC s&o capazes de proporcionar os resultados encontrados.
Apesar de nao terem sido observadas diferencas marcantes na producdo ou

qualidade do leite entre os tratamentos, a suplementacdo do EMC em rebanhos
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leiteiros pode ser viavel, especialmente em sistemas onde a saude do ubere € uma
preocupacgao central, e/ou onde a contagem de células somaticas € critério de
pagamento de leite por qualidade. No entanto, estudos adicionais sdo recomendados
para avaliar o potencial do EMC em cenarios de maior desafio sanitario e seu impacto

a longo prazo sobre a saude e o desempenho produtivo das vacas.
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