UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

CAMPUS DE BOTUCATU

25-HIDROXIVITAMINA-D; MELHORA O METABOLISMO ENERGETICOE O
DESEMPENHO DE VACAS LEITEIRAS

ABIAS SANTOS SILVA

Tese apresentada ao Programa de
Pds-graduacdo em Zootecnia como
parte das exigéncias para obtencdo do
titulo de Doutor em Zootecnia

BOTUCATU-SP

Margo—2021






UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
CAMPUS DE BOTUCATU

25-HIDROXIVITAMINA-D; MELHORA O METABOLISMO ENERGETICOE O
DESEMPENHO DE VACAS LEITEIRAS

ABIAS SANTOS SILVA

Orientador: Prof. Dr. Mario De Beni Arrigoni

Coorientador: Dr. Mirton José Frota Morenz

Tese apresentada ao Programa de
Pds-graduacdo em Zootecnia como
parte das exigéncias para obtencdo do
titulo de Doutor em Zootecnia

BOTUCATU-SP
Margo—2021



Silva, Abias Santos
53862 25-hidroxivitamina-D3 melhora o metabolismo energético e o
desempenho de vacas leiteiras / Abias Santos Silva. -- Botucatu, 2021

97 p. : tabs.

Tese (doutorado) - Umiversidade Estadual Pauhsta (Unesp),
Faculdade de Medicina Veteninana e Zootecnia, Botucatu
Orentador: Mano De Bemn Amgom

Coonentador: Mirton José Frota Morenz

1. Dieta de transicdo. 2. Hipocaleena. 3. Metabolismo energético.
4. Metabolismo mineral. [. Titulo,

Sistema de geracio automitica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de
Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia, Botucatu. Dados formecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




BIOGRAFIA DO AUTOR

Abias Santos Silva — nascido em 28 de novembro de 1987, na cidade de Manoel
Vitorino—BA, filho de Zenildo Ferreira da Silva e Maria Lucia Santos, ingressou no
curso de Zootecnia na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus de
Itapetinga, em agosto de 2011 e gradou-se em maio de 2016. Em marco de 2016 iniciou
0 curso de Mestrado em Zootecnia pela Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia,
Campus de Itapetinga, onde foi bolsista pela Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — CAPES e finalizou o curso de Mestrado em fevereiro de
2018. Em marc¢o de 2018 iniciou o curso de Doutorado em Zootecnia na Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™.



A Deus pelo dom da vida.

Aos meus pais Zenildo e Lucia e aos meus irmdos Abner, Dijay e Patricia pelos
conselhos, ensinamentos, apoio e amor incondicional ao longo da vida e na trajetoria

académica

Ao meu amigo e mentor Francisco José Cavalcante Pereira por todos os ensinamentos e

conselhos.

DEDICO!!



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela perfeita saude, disposi¢do para trabalhar e fé, pois é a fé

que nos leva em alguma direcdo, seja ela qual for.

A meus pais Lucia e Zenildo e aos meus irmdos Abner, Patricia e Dijay por
sempre estarem ao meu lado, pelos conselhos, ensinamentos e amor incondicional e por
serem 0s exemplos pra minha vida, pois familia € o bem mais precioso e que esta do

nosso lado em todos 0s momentos.
A Jaciara Diav&o pelo companheirismo, carinho, amor e cuidado.

Agradeco a meu amigo Francisco José Cavalcante Pereira pelos ensinamentos,

amizade e confianga ao longo desses anos, a quem tenho enorme admiracao e respeito.

Ao meu orientador Mario De Beni Arrigoni pela amizade, confianca em mim

creditada.

Ao meu Coorientador, Mirton José Frota Morenz pela amizade e ensinamentos
transmitidos, pela oportunidade de mais uma vez trabalhar na Embrapa para

desenvolvimento do projeto de Doutorado.

Aos professores da pos-graduacdo André Mendes Jorge, José Roberto Sartori,
Danilo Domingues Millen, Antbnio Celso Pezzato, José Eduardo Portela Santos, José
Luiz Moraes Vasconcelos, Luiz Edivaldo Pezzato, Margarida Maria Barros e Pedro de

Magalhées Padilha pelos ensinamentos transmitidos e apoio.

Aos pesquisadores da Embrapa Luiz Gustavo Ribeiro Pereira e Thierry Ribeiro

Tomich pelas boas conversas e ensinamentos.

Aos pesquisadores da Embrapa Mariana Magalhdes Campos, Carlos Augusto

Gomide, Domingos Paciullo pelo incentivo e ensinamentos.

Ao professor Otavio Rodrigues Machado Neto pela supervisdo durante o estagio
em docéncia e as Otimas sugestdes para melhoria da tese e ao Dr. Welder Angelo

Baldassini pela amizade e sugestdes pontuais para correcdo da tese.

Ao Técnico Ernando Ferreira Motta pelo empenho na realizagcdo das analises

laboratoriais.



VI

Aos amigos de pds-graduacdo da UNESP, Bismarck Moreira, Leone Campos,
Mateus Ferreira, Tania Viera, Beatriz Ribas, Ana Paula Oliveira, Isabella Marconato,

Jodo Paulo, Anderson Kloster, Felipe, Osvaldo e Thiago pelo companheirismo.

Aos estagiarios da Embrapa, Carol Weber, Mariana Hallak, Thais Jaguaribe,
Romany Louise, Jhenifer Sangi, Samuel Pardim, Ronieri Nichellatti, Bruno Marucci,
Mariana Andrade, Camila, Romolo Pinheiro, Tais Sousa, Bianca Albuquerque pela

ajuda durante conducgéo dos experimentos.

Aos pos-graduandos da Embrapa, Layanne Ferreira, Jodo Sacramento, Rebeca
Silvi, Vanessa Teixeira, Gleici, Daiana Lopes, Natalia Avila, Conrado Trigo, Rafael
Menezes e Frederico Pires, Sabrina Vieira por toda ajuda durante a coleta de dados e

amizade.

A Universidade Estadual Jilio de Mesquita Filho-Campus de Botucatu (UNESP)

pela oportunidade de realizacao do curso Doutorado.

A Embrapa Gado de Leite pelo suporte com pessoal, estruturas e analises

laboratoriais para desenvolvimento do projeto.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de

Financiamento 001.

A DSM Produtos Nutricionais S.A. pelo suporte financeiro dado ao projeto,

fornecimento das dietas experimentais e analises laboratoriais.

MUITO OBRIGADO!!



Vil

“A vitamina D é fundamental para o
funcionamento de diversos  sistemas
fisiologicos, em sintese a vitamina D é
indispensavel para a vida.” (DELUCA,
2004).



VIl

RESUMO GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da suplementagdo na dieta
acidogénica de calcidiol nos minerais e metabdlitos no sangue, balanco mineral,
incidéncia de doencgas no pos-parto, perfil hematolégico, comportamento ingestivo,
balanco de energia, e producdo de leite em vacas leiteiras da raca Holandés. Foram
utilizadas 40 vacas multiparas com peso corporal de (PC), escore de condigdo corporal
(ECC), numero de lactacdes e producdo média na lactacdo anterior, respectivamente,
(média * desvio padrdo) de 661,2 + 59,18 kg; 3,46 + 0,35; 1,7 £ 0,86; e 33,1 + 6,42
kg/dia, alocadas dentro de blocos (20 vacas em cada tratamento) 30 dias antes da data
prevista do parto, recebendo uma dieta basal acidogénica (373 g/kg de FDN e 136 g/kg
de PB com base na matéria seca; —110 mEq/kg), os tratamentos foram: i) suplementagéo
com colecalciferol (CTRL) (3,0 mg/dia) e ii) suplementacdo com calcidiol (CA) na
concentracdo de 3,0 mg/dia. Apds o parto, todas as vacas receberam a mesma dieta de
lactacdo. Amostras de sangue foram coletadas nos dias -7, 0, 1, 2, 7, 21 e 42 relativos
ao parto para analise de calcio, fosforo, magnésio, 25-hidroxivitamina-Ds,
paratormonio, glicose, insulina, acidos graxos néo esterificados e R-hidroxibutirato. N&o
houve efeito de tratamento para o calcio ionizado no pré-parto (—7d). Tendéncia de
aumento na concentracdo de célcio (Ca) ionizado (iCa) foi observada no pds-parto nas
vacas suplementadas com calcidiol (+0,07 mM). O calcidiol aumentou a concentragédo
de 25-OH-D; no plasma (CTRL = 66,6 vs. CA = 2453 ng/mL). As vacas
suplementadas com calcidiol excretaram mais Ca na urina (+4,82 g/dia). As vacas
suplementadas com calcidiol apresentaram tendéncia de aumento na ingestdo de matéria
seca no pré-parto (+1,0 kg/dia). A suplementacdo com calcidiol aumentou a
concentracdo de glicose no plasma e reduziu a concentragdo de acidos graxos nédo
esterificados no plasma. A suplementacdo com calcidiol aumentou as producdes de
colostro, de leite (CTRL = 29,7 vs. CA = 32,5 kg/dia), leite corrigido para gordura
(CTRL = 29,9 vs. CA = 33,1 kg/dia) e leite corrigido para energia (CTRL = 29,3 vs. CA
= 32,4 kg/dia). Houve tendéncia de aumento na ingestdo calérica para o grupo calcidiol.
A fonte de vitamina D néo afetou o balanco energético liquido e o peso corporal no pré-
parto. Houve tendéncia para aumento da energia liquida secretada no leite para as vacas
tratadas com calcidiol (CTRL = 19,9 vs. CA = 21,7 Mcal/dia). A suplementacdo de
vacas leiteiras nos ultimos 21 dias pré-parto com calcidiol melhorou o metabolismo
0sseo e aumentou a excrecdo de Ca na urina; aumentou a producao de colostro e a
concentracdo de glicose no dia do parto; melhorou o metabolismo energético e
aumentou a producdo de leite, leite corrigido para gordura e energia, e a producdo dos
constituintes do leite.

Palavras-chave: Dieta de transicdo. Hipocalcemia. Metabolismo energético.

Metabolismo mineral



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the effects of supplementation in the
acidogenic diet of calcidiol on minerals and metabolites in the blood, mineral balance,
incidence of postpartum diseases, hematological profile, ingestive behavior, energy
balance, and milk yield in Holstein dairy cows. Forty multiparous Holstein cows with
mean body weight (BW), body condition score (BCS), parity and milk production in the
previous lactation, respectively (mean * standard deviation) of 661.2 + 59.18 kg; 3.46 *
0.35; 1.7 £ 0.86; and 33.1 £ 6.42 kg/d, were allocated within the blocks (20 cows per
treatment), 30 days before the expected calving date receiving an acidogenic diet (373
g/kg of NDF and 136 g/kg of CP; DM basis; —110 mEq/kg). Dietary treatments were: i)
cholecalciferol (CTRL) at 3.0 mg/d; ii) calcidiol (CA) at 3.0 mg/d. The experimental
diets were provided 30 days before the expected calving date until the day of calving.
After calving, all cows fed the same lactation diet. Blood samples were collected on —7,
0,1, 2, 7, 21 and 42 days related to calving for analysis of calcium, phosphorus,
magnesium, parathyroid hormone, 25-hydroxyvitamin-D3, glucose, insulin, non-
esterified fatty acids and 3-hydroxybutyrate. There was no treatment effect for ionized
calcium (iCa) in the prepartum period (—7d). A trend of increase in iCa was observed in
the postpartum for the cows supplemented with calcidiol (+0.07 mM). Calcidiol
increased the concentration of 25-hydroxyvitamin-D; (CTRL = 66.6 vs. CA = 245.3
ng/mL). Cows supplemented with calcidiol excreted more Ca in the urine (+4.82 g/d).
Calcidiol tended increase the prepartum DMI (+1.0 kg/d). Calcidiol increased colostrum
yield, glucose and reduced non-esterified fatty acids concentration. Calcidiol increased
milk yield (CTRL = 29.7 vs. CA = 32.5 kg/d), fat-corrected milk (CTRL = 29.9 vs. CA
= 33.1 kg/d) and energy-corrected milk (CTRL = 29.3 vs. CA = 32.4 kg/d). The cows
fed calcidiol tended increase the caloric intake. The source of vitamin D did not affect
the net energy balance and body weight. Calcidiol tended increase energy secreted as
milk (CTRL =19.9 vs. CA = 21.7 Mcal/d). Supplementation of dairy cows in the last 21
days prior to calving with calcidiol improved bone metabolism and increased the urine
Ca excretion; increased colostrum yield and glucose concentration on calving day;
improved energy metabolism and increased milk production, fat and energy corrected
milk, and production of milk constituents.

Keywords: Energy metabolism. Hypocalcemia. Mineral metabolism. Transition diet
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Considerac0es iniciais

A intensificacdo dos sistemas de producdo de leite ocorre rapidamente, demandando
tecnologias que permitam otimizar a produtividade dos animais. Nesse contexto, a exigéncia
energética desses animais também aumenta significativamente, o que torna o inicio da
lactacdo um grande desafio para a vaca, assim o periodo de transicdo demanda atencdo para
garantir a satde e o bom desempenho dos animais ao longo da lactagéo.

O periodo de transicdo compreende o intervalo de trés a quatro semanas antes do parto
e trés a quatro semanas apos o parto, sendo caracterizado por diversas alteracdes fisioldgicas e
metabdlicas. As alteracbes ocorrem porque a exigéncia nutricional do animal aumenta
demasiada e bruscamente nessa fase. No terco final da gestacdo, o crescimento fetal ocorre de
forma exponencial, com isso o0 rimen é comprimido e a capacidade de ingestdo de matéria
seca fica comprometida. Além disso, todas as mudancas fisiolégicas que ocorrem nesse
periodo favorecem a depressdo no consumo de matéria seca e, em contrapartida, a exigéncia

em energia aumenta em funcdo da producéo de colostro e leite.

Durante este periodo, 0 metabolismo mineral, 0 metabolismo de energia, e 0 sistema
imune ficam comprometidos, considerando que no final da gestacdo, uma vaca necessita em
torno de 21 g de célcio (Ca)/dia para manutencdo. Contudo, quando comega a producgdo de
colostro, essa demanda passa a ser de 23 g/dia somente para secre¢cdo no colostro e em
decorréncia da menor ingestdo de matéria seca, a vaca passa a depender da absorcao intestinal
e da reabsorcdo 6ssea e renal de Ca. Da mesma forma, a reducdo na ingestdo de matéria seca
provoca incremento na mobilizacdo de reservas corporais, aumentando 0s riscos de cetose e
acumulo de &cidos graxos ndo esterificados no tecido hepético. Portanto, nesse periodo podem
ocorrer diversos distarbios como distocia, hipocalcemia, cetose, metrite, esteatose hepatica e
mastite, que podem interferir no desempenho futuro da vaca, gerando grandes perdas de
producdo de leite e diminuicdo dos indices reprodutivos, com consequente prejuizo

econdmico do sistema produtivo.

Diante de todos os problemas que podem ocorrer durante o periodo de transicao,
varias estratégias podem ser adotadas com o objetivo de prevenir a ocorréncia de todos estes
disturbios, dentre as quais, a utilizacdo de dietas acidogénicas no periodo pré-parto, bem
como, a suplementagdo com formas ativas da vitamina D para auxiliar no metabolismo do Ca.
No entanto, a utilizacdo dessas estratégias deve levar em consideracdo os fatores locais como
os alimentos que irdo compor a dieta de transi¢do e fatores relacionados a incidéncia de luz

solar, j& que a vitamina D pode ser sintetizada através de rea¢fes quimicas do ergosterol
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presente na pele e a radiacdo ultravioleta. Dessa forma, o tipo de sistema de producédo
utilizado, a pasto ou confinado podem promover o sucesso ou fracasso da adogédo de tais
tecnologias. O Brasil sendo um pais tropical, apresenta alta incidéncia de luz solar e
teoricamente a utilizacdo de vitamina D em animais criados nestas condi¢des pode ser menos
necessaria quando comparada com a utilizagdo em paises tipicamente de clima temperado.
Ainda nesse contexto, os ingredientes tipicamente utilizados em sistemas de criagdo de clima
temperado apresentam menor concentracdo de potassio (K), o que favorece a reducdo da
utilizacdo de sais acidogénicos nas dietas sem comprometer a reducdo do pH sanguineo

necessario para efetiva homeostase do Ca no periodo de transicao.

1. Revisdo de Literatura

1.1  Periodo de transicéo

O periodo de transicdo € o periodo mais critico da vaca leiteira em funcéo de todas as
mudancas metabdlicas e fisioldgicas que ocorrem nessa fase. Esse periodo é caracterizado por
trés a quatro semanas que antecedem o parto até trés a quatro semanas ap6s 0 mesmo. Essa
fase é caracterizada por dréasticas alteracfes endocrinas associadas a passagem da fase nédo
lactante para a fase lactante. Quando a vaca passa por essa fase com manejo e nutricdo
inadequados, queda na producéo de leite, menores indices reprodutivos e, consequentemente,
incremento em perdas de ordem econémica séo inevitaveis (DRACKLEY, 1999).

A maior parte das doencas metabdlicas ocorre nos primeiros 10 dias pds-parto
(INGVARTSEN; DEWHURST; FRIGGENS, 2003). Uma das causas desses acontecimentos
se da pela diminuicdo da capacidade da resposta imune em razdo do aumento de metabolitos
que interferem na funcdo e atividade leucocitaria (CONTRERAS; SORDILLO, 2011;
LEBLANC, 2020), aliada as menores concentracfes de glicose e disponibilidade de célcio no
sangue (LEBLANC, 2020). Concentractes de glicose de 2,2 a 3,3 mM e Ca ionizado de 1,05
a 1,25 mM séo considerados normais em vacas leiteiras (GOFF, 2008; MAIR et al., 2016).
Todas essas mudancas fazem do periodo de transi¢cdo o maior desafio para a vaca leiteira de
alta producéo.

Para suportar todas essas mudancas fisiologicas, a vaca tem de se adaptar as condi¢Ges
impostas no periodo de transicdo (SUNDRUM, 2015). Esse mecanismo de adaptacdo €

chamado de homeorrese (MARTENS, 2020). A homeorrese € descrita como as adaptacoes
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fisiologicas e metabdlicas em resposta a mudangas no estado fisioldgico normal do animal
(BAUMAN; CURRIE, 1980), enquanto que, a homeostase € um processo normal de controle
que envolve a manutencao do equilibrio fisiologico de qualquer ser vivo.

Quando o animal esta em homeorrese, 0 animal experimenta mudancas de ordem
fisiologica e metabdlica, com aumento dos niveis de &cidos graxos nao esterificados (AGNE)
(LEBLANC, 2010) e de corpos ceténicos (CARDOSO; KALSCHEUR; DRACKLEY, 2020),
além de desordens no metabolismo mineral (MARTINEZ et al., 2012), principalmente
relacionadas aos niveis de calcio no sangue. Devido as modificacdes fisioldgicas desse
periodo, é comum a ocorréncia de depressdo do consumo de matéria seca (CMS) no pré-parto
(BLOCK, 2010) e po6s-parto (CHEONG et al., 2016; WANKHADE et al., 2017).

A diminuicdo do CMS exacerba a necessidade da vaca leiteira em mobilizar reservas
corporais para producéo de colostro e leite e isso implica em aumento da circulacao de corpos
cetonicos e de AGNE. Além disso, a condicao corporal do animal no pré-parto exerce fungéo
importante nesse periodo (GARTNER et al., 2019), modulando a capacidade de resposta
fisiolégica frente as concentragbes dos metabodlitos sanguineos, caracterizada por maior
resisténcia a insulina (KARIS et al., 2020). Apesar do aumento da concentracdo de glicose
sanguinea no pds-parto (GARTNER et al., 2019), essa glicose pode ndo ser transportada para
o interior da célula (JAAKSON et al., 2018) e o animal lanca m&o de outros mecanismos para
obter energia, por meio do catabolismo de &cidos graxos.

1.2 Doencas metabdlicas no pds-parto

Doengas no pos-parto imediato sdo comuns em vacas leiteiras de alta producéo. As
alteraces metabdlicas e fisioldgicas que ocorrem nesse estagio levam a depressao do sistema
imunoldgico e predispdem o animal ao ataque de patdgenos e aparecimento de doencas, como
distocia, retencdo de placenta, metrite e mastite, comumente reportadas nos primeiros dias do
pos-parto. Nesse cenario, aproximadamente 30 a 50% das vacas sdo acometidas por alguma
doenca no pds-parto imediato (LEBLANC, 2013).

A incidéncia de doencas no pds-parto aumenta os prejuizos econémicos devido ao
aumento na mortalidade ou morbidade, ao passo que a permanéncia dos animais no rebanho
que apresentam doencgas no pos-parto imediato € reduzida (PROBO et al., 2018). Nesse
sentido, tem sido relatado que a incidéncia de hipocalcemia subclinica ou clinica, retencao de

placenta, metrite, cetose subclinica, deslocamento de abomaso e mastite foram de 43,6; 4,0;
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10,4; 9,6; 21,8; 2,7 e 6,1%, respectivamente (REINHARDT et al., 2011; SUTHAR et al.,
2013).

De maneira geral, a incidéncia de doencas no pds-parto imediato esta sujeita as
adaptacoes e alteracdes fisiologicas que a vaca sofre no periodo de transicdo. Essas mudancas,
acompanhadas da queda na ingestdo de alimentos, alteram o estado metabdlico da vaca e
compdem um ponto chave de resposta do animal. Essa resposta negativa ocorre devido ao
aumento da exigéncia em energia da vaca para todos 0s processos metabdlicos, ao passo que 0
balanco energético negativo (BEN) é exacerbado, pois mais energia é requerida (Mcal/dia),
sem que seu suprimento seja atendido. Assim, todos os sistemas metabdlicos e digestivo
trabalnam de forma intercalada e a falha deles pode predispor o animal as doengas
(MCGUFFEY, 2017).

1.2.1 Hipocalcemia subclinica

A hipocalcemia subclinica é um distirbio metabdlico comum que acomete vacas
leiteiras no periodo de transicdo. Pelo menos 50% das vacas sofrem de hipocalcemia
subclinica, variando entre 25 e 54%, dependendo do nimero de lactacdes (REINHARDT et
al., 2011). A concentracdo menor que 1,0 mM de Ca ionizado (iCa) € utilizada como sendo o
limiar para diagnostico de hipocalcemia (CHAMBERLIN et al., 2013; MARTINEZ et al.,
2014). Outros autores consideram as concentracdes de Ca total menor que 2,0 mM
(REINHARDT et al., 2011) ou menor que 2,15 mM (MARTINEZ et al., 2012) para

diagnostico da hipocalcemia subclinica.

Os principais fatores que influenciam a ocorréncia da patologia envolvem a
manipulacdo da diferenca cation-anibnica da dieta (MARTINEZ et al., 2018); a concentracdo
de Ca, Mg e P na dieta, a raca da vaca (DEGARIS; LEAN, 2008) e o nimero de lactacdes
(REINHARDT et al., 2011). Esses fatores estdo relacionados com a concentracdo, absor¢ao
intestinal e reabsorcdo Ossea e renal, com participacdo direta do horménio da paratireoide
(PTH) e o metabolito ativo da vitamina D (1,25-dihidroxivitamina-D3) (HORST; GOFF;
REINHARDT, 1994).

Vacas com hipocalcemia apresentam menor producdo de leite e CMS, e podem
desenvolver outras doencas associadas, como a metrite (MCGUFFEY, 2017), além de terem o
sistema imune deprimido (MARTINEZ et al., 2014). A ordem de lactagdo é um fator

importante no desenvolvimento da hipocalcemia. Com o avango do nimero de lactagdes,
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ocorre reducdo da concentracdo de Ca no sangue devido a diminuicdo da sensibilidade dos
receptores de transporte e absor¢do do Ca em resposta ao aumento da idade da vaca (HORST;
GOFF; REINHARDT, 1994; REINHARDT et al., 2011). Vacas primiparas apresentam nove
vezes mais receptores de vitamina D no intestino que vacas multiparas (HORST; GOFF;
REINHARDT, 1994).

Portanto, aparentemente, ndo sdo as concentracdes per se de paratormonio (PTH) e
vitamina D envolvidas na homeostase do Ca que determinam a concentracdo de Ca no sangue,
ja que vacas hipocalcémicas apresentam maiores concentracdes de PTH e vitamina D que
animais normocalcémicos (MAYER et al., 1969), mas sim a responsividade do Ca a esses
horménios calcicotroficos (GOFF; LIESEGANG; HORST, 2014).

Neste contexto, parece haver uma regulacdo integrada entre o metabolismo energético
e 0sseo, pois vacas hipocalcémicas apresentam menor concentracdo de insulina no plasma,
maior concentracdo de AGNE e menor capacidade fagocitica e queima oxidativa dos
neutrofilos (MARTINEZ et al., 2014).

1.2.2 Relacéo entre hipocalcemia e outras doencas no pos-parto

Vacas hipocalcémicas apresentam maior chance de desenvolvimento de doencgas e
possibilidade de descarte nos primeiros 210 dias de lactacdo (MARTINEZ et al., 2016). O Ca
apresenta diversas funcdes fisiologicas e 0 organismo possui um mecanismo homeostatico
gue permite a manutencdo rigorosa dos niveis sanguineos de Ca. Portanto, a reducdo da
concentracdo de Ca circulante pode promover diversas mudancas fisiol6gicas que acarretam
na supressdao do sistema imune do animal e aumenta a chance de desenvolvimento de

determinadas doengas.

O Ca participa ativamente da sinalizacdo celular para que ocorra a contratilidade
muscular. A deficiéncia de Ca reduz a contracdo do musculo liso e esquelético que séo
dependentes de Ca (MURRAY et al., 2008). Portanto, a reducdo sérica de Ca aumenta o risco
da ocorréncia de retencédo de placenta, metrite e deslocamento de abomaso (RODRIGUEZ et
al., 2017).

A funcgdo imune também é afetada pela concentracdo de Ca no sangue. Martinez et al.
(2012) observaram que vacas com concentracdo de Ca menor que 2,14 mM nos primeiros trés
dias pos-parto apresentaram menor concentragéo de neutréfilos no sangue, menor capacidade

fagocitica e menor capacidade de queima oxidativa em resposta a algum patégeno. Além
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disso, vacas hipocalcémicas apresentam maior concentragdo de AGNE no plasma. Vacas que
apresentam elevada concentracdo de AGNE no plasma tem redugéo do interferon-y (IFN-y)
(LECETERA et al., 2004), uma citocina primordial para ativacdo dos macrdfagos. Além
disso, a viabilidade e a funcdo de células polimorfonucleares foram suprimidas com o
aumento dos AGNE (LECETERA et al., 2004).

A incidéncia de metrite esta diretamente relacionada com a hipocalcemia
(MARTINEZ et al., 2016). Nesse contexto, a metrite reduz a taxa de concepg¢do e aumenta o
intervalo do parto a concepcdo (GIULIODORI et al., 2013), apresentando menor desempenho
reprodutivo (RIBEIRO et al., 2016).

Desse modo, diversos sistemas estdo integrados na adaptacdo da vaca leiteira no
periodo de transicdo que podem determinar a resposta da vaca nesse periodo critico de alta
demanda por Ca e energia. Dessa forma, a hipocalcemia subclinica desencadeia diversas
adaptacOes fisioldgicas e metabdlicas que podem aumentar a incidéncia de doencgas no pés-
parto imediato.

1.3  Dietas acidogénicas

Os estudos sobre a utilizacdo de dietas com potencial de provocar acidose metabdlica
moderada para prevencao da hipocalcemia tiveram inicio nos anos de 1980 (BLOCK, 1984).
Diversas teorias foram provadas, enquanto outras ainda necessitam de maior esclarecimento,
como: quais sdo os fatores envolvidos na redu¢do do CMS em vacas que consomem dietas
acidogénicas (SANTOS et al., 2019) e qual o tempo ideal que as vacas devem permanecer
recebendo a dieta acidogénica (DEGARIS; LEAN, 2008; LOPERA et al., 2018).

Diversos modelos foram propostos para calcular a diferenca céation-ani6nica das dietas
(DCAD). Horst et al. (1997) propuseram uma equacdo que considera a eficiéncia de absor¢éao
dos cétions e anions, onde DCAD = (0,38*Ca*? + 0,3 Mg*? + Na™ + K™) — (CI'* + §?). Ja
Goff (1999) prop0s que existe variagdo na capacidade dos sais em acidificar a urina, dessa
forma foi proposta a seguinte equacdo: DCAD = (0,15*Ca*? + 0,15*Mg** + Na** + K™) — (CI
140,255+ 0,5* P®). Contudo, a equacdo mais comumente utilizada é a proposta por Block
(1984): DCAD = (Na™ + K™y — (c1™ + §7).

O objetivo de modificar o balango catio-anionico da dieta é provocar uma leve acidose
metabolica no sangue e melhorar a capacidade da vaca em repor o Ca sanguineo (LEAN et

al., 2006). Ou seja, ocorre um mecanismo compensatorio de reabsorcdo 6ssea de Ca para
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promover a homeostase no sangue (BLOCK, 1984). Com isso, a redu¢édo do DCAD aumenta
a absorcdo intestinal de Ca e a sensibilidade dos tecidos alvos a hormdnios calcicotroficos,
como o PTH (LEAN et al., 2014).

Diversos estudos tém comprovado a eficacia da utilizacdo de dietas acidogénicas no
pré-parto de vacas leiteiras (LEAN et al., 2019; LOPERA et al., 2018; ZIMPEL et al., 2018).
Em uma meta-andlise sobre o0 uso de dietas acidogénicas, Santos et al. (2019) observaram que
ocorreu reducdo (-0,6 kg/dia) do CMS em vacas primiparas e multiparas no pré-parto e
tendéncia de aumento no CMS pos-parto (+0,9 kg/dia). Contudo, a dieta acidogénica
apresentou efeito positivo na producéo de leite apenas nas vacas multiparas (+1,7 kg/dia), em
fungéo da diminuicéo dos receptores intracelulares da vitamina D associada com o avango da
idade (HORST; GOFF; REINHARDT, 1994). Lean et al. (2019) observaram aumento de 0,13
mM de Ca sérico no dia do parto em vacas primiparas e multiparas com o uso de dieta
acidogénica. No estudo de Santos et al. (2019), a diminuicdo do DCAD da dieta reduziu

também a incidéncia de doencas no po6s-parto.

O efeito do tempo de exposicdo as dietas acidogénicas também tem sido objeto de
estudo (DEGARIS; LEAN, 2008; LOPERA et al., 2018; VIEIRA-NETO et al., 2021).
Degaris et al. (2008) observaram aumento da producdo de leite corrigido para gordura e
proteina até 25 dias de utilizacdo da dieta acidogénica no pré-parto. Entretanto, a medida que
as vacas consumiram a dieta acidogénica por maior tempo, houve redugdo na concentracao da
gordura no leite (DEGARIS; LEAN, 2008). Lopera et al. (2018) testaram a ampliacdo da
utilizacdo da dieta acidogénica de 21 para 42 dias e observaram que as vacas que receberam a
dieta acidogénica durante 42 dias produziram menos 2,3 kg/leite/dia que as vacas recebendo
dieta com DCAD negativo durante 21 dias (38,1 vs. 40,4 kg/dia). A razdo para isto ndo esta
completamente esclarecida, no entanto, possivelmente a utilizacdo dessas dietas acidogénicas
a longo prazo afeta a diferenciacdo celular do epitélio mamario em células secretdrias e,

consequentemente, a producdo de leite (LOPERA et al., 2018).

1.4 Metabolismo do Célcio

O Célcio participa de véarios processos fisiologicos como contragdo muscular,
coagulacao do sangue, permeabilidade da membrana, conducdo nervosa, atividade enzimatica
e liberacdo de horménios (HERNANDEZ-CASTELLANO; HERNANDEZ; BRUCKMAIER,
2019).
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Em condicdes fisiologicas normais a concentragdo sérica de Ca total varia entre 2,2 a
2,5 mM. Contudo, durante o periodo de transi¢do, especialmente no pds-parto imediato, 0s
niveis séricos de Ca reduzem drasticamente (CHAMBERLIN et al., 2013; VENJAKOB et al.,
2018) devido a grande secrecdo de Ca no colostro e leite no pds-parto, em torno de 20 a 30

g/dia.

A manutencédo dos niveis de Ca sanguineos se da por trés vias regulatorias: a absorcéo
intestinal, reabsorcdo dssea e reabsorcao renal de Ca. O PTH, calcitriol e calcitonina sdo os
horménios reguladores primarios dos niveis de Ca no sangue. Quando ha reducdo dos niveis
de Ca no sangue, ocorre elevacdo da concentracdo de PTH (HORST; GOFF; REINHARDT,
1994) que, por sua vez, estimula a producéo de calcitriol. O PTH estimula a secrecéo de 1-a-
hidroxilase, a enzima que catalisa a conversdo de calcidiol em calcitriol (HORST; GOFF,;

REINHARDT, 1994), metabdlito responsavel pelo aumento da absorcdo intestinal de Ca.

O transporte de Ca através da célula acontece por canais especificos de Ca chamados
de receptor transitério potencial vanildide tipo 5 (TRPV5; sigla do termo em inglés) e o
receptor transitério potencial vanildide tipo 6 (TRPV6) presentes nas membranas do tipo
borda em escova (HERNANDEZ-CASTELLANO; HERNANDEZ; BRUCKMAIER, 2019).
Ja o transporte intracelular é regulado pela proteina ligada ao Ca, chamada calbindina-Dgk
(CaBPgy). Entdo, o Ca é transportado para a corrente sanguinea através da Ca ATPase
(LIEBEN; CARMELIET; MASUYAMA, 2011). Contudo, evidéncias em ratos tém mostrado
que o transporte de Ca através do epitélio pode ocorrer mesmo na auséncia de TRPV6 e
calbindina-Dgx (SCHRODER et al., 2015).

O esqueleto contém 99% de todo o Ca do organismo, sendo uma importante fonte
deste mineral em situacGes drasticas de reducdo de Ca no sangue. A reabsorcao ¢ssea de Ca é
mediada pelo PTH e o metabolito ativo da vitamina D (1,25-dihidroxivitamina-D3) (HORST,
1986; HORST; GOFF; REINHARDT, 1994), através da modulacdo de osteoblastos e
osteoclastos. Os osteoblastos sdo o Unico tipo de célula dssea responsiva aos receptores
proteicos da 1,25-dihroxivitamina-D; (HORST; GOFF; REINHARDT, 1994). O PTH e a
1,25-dihroxivitamina-D3; estimulam a sinalizacdo para que ocorra reabsorcdo 0ssea,
permitindo que a matriz 6ssea contribua com o pool de Ca no sangue (HORST; GOFF;
REINHARDT, 1994).

A reabsorcdo de Ca nos rins é mediada pelo calcitriol, sendo o transporte de Ca feito
transcelularmente no néfron distal (HOENDEROP; NILIUS; BINDELS, 2005). A entrada de
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Ca nos rins ocorre por meio dos TRPV5 ligados a calbindina-Dgx e calbindina-Dagk
(HOENDEROP; NILIUS; BINDELS, 2005).

15 Metabolismo da vitamina D

A vitamina D é um composto produzido a partir do 7-dehidrocolesterol por meio da
incidéncia de luz solar. A vitamina D, (ergosterol) estd presente nas plantas, e nos mamiferos,
a vitamina D3 é a forma predominante (HORST; GOFF; REINHARDT, 1994).

O colecalciferol (vitamina D3) € a principal forma de suplementacdo de vitamina D
para vacas leiteiras (NRC, 2001). O NRC recomenda o consumo de 0,5 mg/dia de vitamina D

para uma vaca da raca Holandés de 650 kg.

O colecalciferol ¢ a forma da vitamina D inativa fisiologicamente, entdo a D-25-
hidroxilase catalisa a reacdo no figado de transformacdo da vitamina D; em 25-
hidroxivitamina-Dj3 (calcidiol). No entanto, a vitamina D3 precisa sofrer mais uma reagéo de
hidroxilagdo nos rins para se tornar fisiologicamente ativa, reagdo catalisada pela 1-o
hidroxalase, dando origem a 1,25-dihidroxivitamina-Ds (LIU et al., 2006). Concentragdes
plasmaticas de 20 a 50 ng/mL de 25-hidroxivitamina-D; em vacas leiteiras sdo consideradas
normais; menores que 5,0 ng/mL, indicam que o animal apresenta deficiéncia; e entre 200—
300 ng/mL indicam toxidez por vitamina D (HORST; GOFF; REINHARDT, 1994). No
entanto, animais que receberam suplementacdo na dieta com calcidiol ndo apresentaram
indicios de toxidez com concentracbes de 207 a 274 ng/mL (RODNEY et al., 2018a;
RODNEY et al., 2018b; WEISS et al., 2015).

A vitamina D participa da ativagdo do sistema imune (NELSON et al., 2010;
NELSON et al., 2012), absorcdo de Ca e P no intestino, mobilizacdo de Ca dsseo, e
reabsorcdo de Ca nos rins (DELUCA, 2004). Vacas multiparas apresentam reducdo dos
receptores de PTH e vitamina D (HORST; GOFF; REINHARDT, 1994). Por esse motivo,
animais mais velhos apresentam maior susceptibilidade a hipocalcemia. Nesse contexto, a
vitamina D ganha maior importancia ja que o principal horménio envolvido na absorgéo
intestinal é o 1,25-dihidroxivitamina-Ds (calcitriol), como mostram os estudos de Martinez et
al. (2018) e Rodney et al. (2018b), nos quais a suplementacdo com 25-hidroxivitamina-Ds
aumentou a concentracdo de Ca no sangue e a absorcdo intestinal em vacas leiteiras
(MCGRATH; SAVAGE; GODWIN, 2013).
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Para que a vitamina D ativa exerca a funcdo de transporte do Ca, um receptor de
vitamina D (VDR) deve estar presente no tecido alvo (SAED, 2020). Nesse contexto, existe
uma correlacdo positiva entre a expressao génica de VDR e a concentracdo de Ca no sangue
(SAED, 2020). O complexo calcitriol com o VDR regula a expressédo de cerca de 900 genes
envolvidos nas mais diversas funcgdes fisiologicas (KONGSBAK et al., 2013). A 1,25-
dihidroxivitamina-D3 parece ser um importante regulador do fator de crescimento de

fibroblastos 23 (FGF,3) pelos osteoblastos na matriz 6ssea (LIU et al., 2006).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da suplementacéo na dieta
acidogénica de calcidiol nos minerais e metabdlitos no sangue, balango mineral, incidéncia de
doencas no pds-parto, perfil hematolégico, comportamento ingestivo, balanco de energia, e

producdo de leite em vacas leiteiras da raca Holandés.

O Capitulo 1 aborda a literatura pertinente a respeito do tema em estudo e foi redigido
de acordo com as normas para elaboracdo de dissertacdes e teses do Programa de Pds-
graduacdo em Zootecnia — FMVZ/UNESP.

O Capitulo II intitulado “25-hidroxivitamina-D3 associada a dieta acidogénica melhora
0 metabolismo energético e o desempenho de vacas leiteiras” foi redigido de acordo com as
normas do periodico Journal of Dairy Science —
https://www.journalofdairyscience.org/content/inst-auth.
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Sumario interpretativo: De acordo com Silva et al. A vitamina D participa de
diversos processos fisioldgicos e esta diretamente relacionada com a homeostase do Ca. O
colecalciferol é sintetizado na pele através da reacdo quimica do ergosterol com a luz solar.
No figado esse metabolito é convertido em calcidiol, que por sua vez é hidroxilada nos rins
pela 1-a hidroxilase para formar o metabolito ativo da vitamina D (calcitriol). Em resumo, 0s
resultados do presente estudo mostraram que a suplementacdo com 3,0 mg/dia de calcidiol,
associada a dieta acidogénica nos 21 dias pré-parto, melhora o metabolismo de Ca, aumenta a
excrecdo de Ca na urina e a concentracdo de célcio no soro. Calcidiol aumenta as producdes
de colostro e de leite, de leite corrigido para gordura e energia e reduz o balanco energético

negativo no terco inicial de lactacéo.

25-HIDROXIVITAMINA D3 PARA VACAS LEITEIRAS

25-hidroxivitamina-D3 associada a dieta acidogénica melhora o metabolismo energético

e 0 desempenho de vacas leiteiras

A.S. Silva', C. S. Cortinhas?, T. S. Acedo?, M. J. F. Morenz®, F. C. F. Lopes®, M. B.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo na dieta acidogénica de
calcidiol nos minerais e metabdlitos no sangue, balangco mineral, incidéncia de doencas no
pos-parto, perfil hematoldgico, comportamento ingestivo, balanco de energia, e producéo de
leite em vacas leiteiras. da raca Holandés. Foram utilizadas 40 vacas multiparas com peso
corporal de (PC), escore de condicdo corporal (ECC), nimero de lactacdes e producdo média
na lactacdo anterior, respectivamente, (média = desvio padrdo) de 661,2 £ 59,18 kg; 3,46 +
0,35; 1,7 + 0,86; e 33,1 £ 6,42 kg/dia, que foram distribuidas aleatoriamente em delineamento
em blocos ao acaso, com repeticdes dentro de blocos (vacas). Os blocos foram considerados
como o periodo de entrada dos animais no experimento. As vacas (n = 20 para cada
tratamento) foram alocadas dentro dos blocos, 30 dias antes da data prevista do parto e
receberam uma dieta basal acidogénica (373 g/kg de FDN e 136 g/kg de PB; base na matéria
seca; Diferenca céation-anionica (DCAD) = -110 mEqg/kg de MS)) em que os tratamentos
foram: i) suplementacdo com colecalciferol (CTRL) na concentracdo de 3,0 mg/dia; e ii)
suplementacdo com calcidiol (CA) na concentracdo de 3,0 mg/dia (Rovimix HyD, DSM
Produtos Nutricionais, Sdo Paulo, Brasil). As dietas experimentais foram fornecidas 30 dias
antes da data prevista do parto. Apos o parto, todas as vacas receberam a mesma dieta até o
50° dia da lactacdo. Amostras de sangue foram coletadas nos dias -7, 0, 1, 2, 7, 21 e 42
relativos ao parto. Nao houve efeito de tratamento para o Ca ionizado (iCa) no pré-parto (—
7d). Entretanto, uma tendéncia de aumento no iCa foi observada no pos-parto nas vacas do
tratamento calcidiol (+0,07 mM). As vacas do tratamento calcidiol apresentaram maior
concentragdo de 25-OH-D3; no plasma (CTRL = 66,6 vs. CA = 245,3 ng/mL). As vacas
suplementadas com calcidiol excretaram mais Ca na urina (mg/L) (CTRL = 345,0 vs. CA =
448,3 mg/L), assim como 60% mais Ca por dia (+4,82 g/dia). A suplementacdo com calcidiol

aumentou o volume globular (CTRL = 28,5 vs. CA = 31,8 %). Houve tendéncia de aumento
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(+1,0 kg/dia) para as vacas suplementadas com calcidiol no consumo de matéria seca - CMS.
O calcidiol aumentou a producéo de colostro (+2,1 kg) e a concentracdo de glicose no plasma
no dia do parto (CTRL = 3,18 vs. CA = 3,63 mM). A concentracdo de acidos graxos nao
esterificados - AGNE no plasma foi menor nas vacas do tratamento CA (CTRL = 0,43 vs. CA
= 0,32 mM). A suplementacdo com calcidiol aumentou a producao de leite (CTRL = 29,7 vs.
CA = 32,5 kg/dia), leite corrigido para gordura (CTRL = 29,1 vs. CA = 33,9 kg/dia) e leite
corrigido para energia (CTRL = 29,3 vs. CA = 32,4 kg/dia). Houve tendéncia de aumento da
ingestdo caldrica para o grupo calcidiol. Houve tendéncia para aumento da energia liquida
secretada no leite (CTRL = 19,9 £ 0,69 vs. CA = 21,7 + 0,69 Mcal/dia). A suplementacdo de
vacas leiteiras nos ultimos 21 dias pré-parto com calcidiol melhorou o metabolismo ésseo e
aumentou a excrecdo de Ca na urina; aumentou a producdo de colostro e a concentracdo de
glicose no dia do parto; melhorou o metabolismo energético e aumentou a producéo de leite,

leite corrigido para gordura e energia, e a producéo dos constituintes do leite.

Palavras-chave: dieta pré-parto, excrecdo urinaria, glicose, homeostase do célcio, periodo de

transicéo

INTRODUCAO

A hipocalcemia subclinica acomete cerca de 50% de vacas leiteiras (Reinhardt et al.,
2011), causando diminuicdo dos indices produtivos e reprodutivos (Martinez et al., 2012).
Com o intuito de diminuir a incidéncia de hipocalcemia subclinica, a estratégia mais utilizada
é o fornecimento de dietas acidogénicas no periodo pré-parto (Lopera et al., 2018; Santos et
al., 2019), visando diminuir o pH sanguineo com o intuito de promover aumento das

concentragdes de Ca no sangue (Martinez et al., 2018a).

O uso de dietas acidogénicas no pré-parto visando causar acidose metabodlica

moderada tem sido recomendado (Diehl et al., 2018; Glosson et al., 2020) e a associa¢cdo com
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a suplementacdo de metabdlito ativo da vitamina D pode promover melhora nos mecanismos
regulatérios do Ca sanguineo, refletindo em um metabolismo désseo e mineral integrado
(Rodney et al., 2018a). Estudos recentes tém sido conduzidos com o objetivo de avaliar
alternativas nutricionais para prevencdo da hipocalcemia, como a utilizagdo de outros
metabolitos da vitamina D (Guo et al., 2018; Vieira-Neto et al., 2017; Weiss et al., 2015),

associadas ou ndo a dietas acidogénicas (Martinez et al., 2018a; Rodney et al., 2018a).

Tradicionalmente, a fonte mais utilizada de vitamina D em fazendas leiteiras é o
colecalciferol. O NRC (2001) recomenda a utilizacdo de 0,5 mg/dia para vacas com peso de
650 kg. Esse metabdlito da vitamina D se encontra inativo e necessita sofrer hidroxilagdo no
figado para formar o 25-hidroxivitamina-D3 e ser novamente convertida nos rins em 1,25-
dihidroxivitamina-D3 que é a forma ativa da vitamina D (Horst et al., 1994). Conquanto, a
suplementacdo com colecalciferol ndo tem se mostrado eficiente na manutencéo dos niveis de
Ca no sangue ao ponto de prevenir a ocorréncia de hipocalcemia (Martinez et al., 2018b;

Wilkens et al., 2012).

Poindexter et al. (2020) avaliaram os efeitos da suplementacéo de 1,0 ou 3,0 mg/dia de
colecalciferol ou calcidiol em dieta acidogénica (—138 mEqg/kg de MS) e observaram que 3,0
mg/dia de calcidiol (25-hidroxivitamina-Dj3) foi eficiente para aumentar a concentragdo de Ca
no sangue (+0,07 mM) e melhorar a resposta imune. Martinez et al. (2018b) avaliaram a
utilizacdo de 3,0 mg/dia de colecalciferol ou calcidiol para vacas leiteiras em dieta
acidogénica durante 21 dias antes do parto e observaram efeito positivo do calcidiol na
reducdo da incidéncia de retencdo de placenta e metrite e aumento na producéo de leite (+3,5
kg/dia). A utilizacdo de 6,0 mg/dia de calcidiol apresenta mais efeitos deletérios que
positivos, resultando em maior incidéncia de hipocalcemia clinica (Weiss et al., 2015).
Contudo, estes estudos foram conduzidos em condig¢Ges de clima temperado, com nivel de

producéo diferente e menor necessidade de uso de sais acidogénicos para promover reducao
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do pH sanguineo. Além disso, as dietas produzidas em clima tropical apresentam elevada
concentracdo de potéssio (K), dificultando a formulacéo de dietas especificas do periodo de
transicdo em vacas leiteiras. Para nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo utilizando
exclusivamente uma dieta acidogénica associada a suplementacdo na dieta de 3,0 mg/dia de

colecalciferol ou calcidiol para vacas leiteiras no periodo pré-parto.

Nessa perspectiva, a hipotese do presente estudo é de que a suplementagdo com
calcidiol para vacas leiteiras, associada a uma dieta acidogénica aumenta as concentracoes
séricas de Ca, melhora o metabolismo mineral e diminui a incidéncia de doencas no pés-
parto. Devido a diminuicdo do desequilibrio dos mecanismos homeostaticos do Ca no periodo
de transicdo, o calcidiol pode melhorar o desempenho produtivo e reprodutivo e reduzir a

incidéncia de doencas no pds-parto.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo na dieta
acidogénica de calcidiol nos minerais e metabdlitos no sangue, balanco mineral, incidéncia de
doencas no pds-parto, perfil hematol6gico, comportamento ingestivo, balanco de energia, e

producdo de leite em vacas leiteiras da raca Holandés.

MATERIAL E METODOS
O experimento foi realizado no Campo Experimental José Henrique Bruschi,
pertencente a Embrapa Gado de Leite, localizado no municipio de Coronal Pacheco, Minas
Gerais, Brasil (21°33'22"S, 43°06'15"W). O clima da regido é do tipo Cwa (mesotérmico),
segundo classificacdo de Koppen, com verdo quente e chuvoso e inverno frio e seco. Todos 0s
procedimentos envolvendo animais foram aprovados pela comissdo de ética no uso de

animais - CEUA da Embrapa Gado de Leite (Protocolo n°. 7946051218).
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Foram utilizadas 40 vacas multiparas da raca Holandés, com peso corporal (PC),
escore de condicdo corporal (ECC), nimero de lactagdes e producdo media na lactacdo
anterior, respectivamente, (média * desvio padrdo) de 661,2 £ 59,18 kg; 3,46 £ 0,35; 1,7

0,86; e 33,1 + 6,42 kg/dia de leite.

Os animais foram distribuidos em delineamento em blocos ao acaso, com repeticdes
dentro dos blocos (vacas; n = 20 em cada tratamento), sendo os blocos considerados como o
periodo de entrada dos animais no experimento. As vacas foram alocadas dentro dos blocos,
30 dias antes da data prevista do parto, e receberam dieta basal acidogénica (373 g/kg de FDN
e 135 g/kg de PB com base na matéria seca - MS; diferenca cation-aniénica (DCAD) = -110
mEqg/kg de MS), sendo avaliados dois tratamentos: i) suplementacdo com colecalciferol na
concentracdo de 3,0 mg/dia (Rovimix Ds; 500°, DSM Nutritional Products, Basel,
Switzerland); e ii) suplementacdo com calcidiol na concentracdo de 3,0 mg/dia (Rovimix
HyD® DSM Nutritional Products, Basel, Switzerland). O periodo que os animais
permaneceram na dieta acidogénica foi de 20,9 £+ 5,69 dias. Os tratamentos colecalciferol e
calcidiol foram descritos como controle (CTRL) e calcidiol (CA), respectivamente, enquanto

que no plasma, o calcidiol foi descrito como 25-hidroxivitamina D3 (25-OH-Ds3).

Os animais foram alocados em galpdo do tipo freestall com camas de borracha
cobertas com serragem, e providos de dispositivos eletronicos (alimentadores, bebedouros e
plataforma de pesagem automaticos) (Intergado® Betim, MG, Brasil) e sistema de
resfriamento composto de ventiladores e aspersores na linha de alimentacdo, com ativacéo

automética (Delaval®, Jaguaritina, SP, Brasil).

As dietas experimentais foram fornecidas uma vez ao dia, aproximadamente as 08:00
horas nos 30 dias antes da data prevista do parto até o dia do parto e duas vezes ao dia no pos-
parto, as 08:00 e 15:30 horas. ApoOs o parto, todas as vacas receberam a mesma dieta de

lactacdo (Tabela 1), fornecida como dieta total (NRC, 2001), até o 49° dia da lactagdo. As
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sobras foram pesadas diariamente, antes do fornecimento da dieta, com o objetivo de atingir

5% de sobras.

Tabela 1. Proporcéo e composicao quimica das dietas experimentais

Item Dieta pré-parto Dieta lactacédo

Ingrediente, g/kg de MS

Silagem de milho 7445 300,0
Feno de Tifton 93,7 45,0
Farelo de soja 136,7 205,0
Milho grdo moido - 305,0
Caroco de algodéo - 112,0
Mistura mineral pré-parto® 25,1 -
Mistura mineral p6s-parto* - 33,0
MS, % 38,5+29 53,3+1,7

Nutrientes, % da MS (+ DP)
ELIP 1,59 + 0,08 1,51+0,1
MO, % 92,6 £1,30 92,9+0,70

PB, % 13,7+21 16,8+ 1,3
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CNF°, % 37,2+ 4,4 41,8+3.2
FDN, % 36,8+3,7 28,9+28
Ca, % 0,53+0,13 0,68 0,10
P, % 0,27 + 0,09 0,41+0,14
Mg, % 0,22 + 0,01 0,27 + 0,05
K, % 0,87 + 0,09 1,11+0,14
Cl, % 0,48 ;

Na, % 0,09 -

S, % 0,38 -
DCAD’, mEg/kg de MS -110 275,0

"Vacas no pré-parto recebendo uma dieta acidogénica (DCAD = —110 mEq/kg de MS), 30 dias antes do parto
previsto. Dentro de cada tratamento, as vacas foram suplementadas com 3,0 mg/dia de colecalciferol ou 3,0
mg/dia de calcidiol. Tratamentos: CTRL (Controle): 3,0 mg/dia de colecalciferol (Rovimix D; 500®, DSM

Nutritional Products); CA: 3,0 mg/dia de calcidiol (Rovimix HyD®, DSM Nutritional Products).

’ltem: MS = matéria seca; ELI = energia liquida para lactacio; MO = matéria organica; PB = proteina bruta;
CNF = carboidratos néo fibrosos; FDN = fibra em detergente neutro; Ca = célcio; P = fosforo; Mg = magnésio;

K = potassio; Cl = cloro; Na = sédio; S = enxofre.

*Mistura mineral pré-parto: cada kg contém: 105 g de Ca, 25 g de P, 100 g de S, 40 g de Mg, 25,35 de Na, 130 g
de Cl, 12 mg de Co, 600 mg de Cu, 30 mg of Cr, 600 mg de Fe, 60 mg de I, 1.600 mg de Mn, 16 mg de Se,
2.400 mg de Zn, 480.000 Ul de vitamina A, 12.000 Ul de vitamina E, 80 mg de biotina, 1,5 x10° UFC de

Saccharomyces cerevisiae, 250 mg de F.

*Mistura mineral p6s-parto: cada kg contém: 105 g de Ca, 35 gde P, 18 g de S, 36.5 g de Mg, 50 g de K, 107.25

de Na, 11.8 mg de Co, 415 mg de Cu, 16.5 mg de Cr, 875 mg de Fe, 17.5 mg de I, 1,165 mg de Mn, 15 mg de
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Se, 2,330 mg de Zn, 170,000 Ul de vitamina A, 60,000 Ul de vitamina D3, 1,000 Ul de vitamina E, 66.5 mg de

biotina, 1.25 x10° CFU de Saccharomyces cerevisiae.

>Calculada com base na anélise bromatolégica dos ingredientes, usando o NRC (2001), para uma ingest&o de MS

prevista de 11,0 kg/dia no pré- e 18 kg/dia no p6s-parto.

SCalculado usando a equagdo: MS — [PB + FDN + extrato etéreo + cinzas — (FDN corrigida para cinzas e

proteina)].

"DCAD = diferenca cétion-anionica da dieta, calculada usando a equagdo: [(mEq de Na + mEq de K) — (mEq de

Cl + mEq de S)].

Anélises Quimicas e densidade energética das dietas

As amostras das dietas (oferecida e sobras individuais) foram coletadas diariamente,
pré-secadas em estufa de ventilacdo forcada (55°C; 72 horas) e moidas em moinho de facas,
equipado com peneira com abertura de malhas de 1-mm (Wiley mill; A. H. Thomas,

Philadelphia, PA).

Foram coletadas diariamente amostras das dietas e das sobras. As sobras individuais e
as dietas foram posteriormente misturadas para compor uma amostra composta semanal (base
da matéria pré-secada). Em seguida, estas amostras foram enviadas ao laboratério
(Laboratorio de Andlise de alimentos, Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG, Brasil) para

a determinacdo da composicdo quimico-bromatoldgica.

As amostras foram analisadas para determinacdo dos teores de matéria seca (MS),
matéria organica (OM), nitrogénio total (NT), e extrato etéreo (EE), de acordo com o0s
métodos 930,15, 942,05, 984,13 e 920,39, respectivamente (AOAC, 2005). O célculo do teor
de proteina bruta (PB) foi realizado multiplicando a concentragdo do NT pelo fator 6,25. As
concentragOes de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente &cido (FDA) foram

determinadas sequencialmente usando o equipamento Ankom 220 Fiber Analyzer (Ankom
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Technology, Fairport, USA). Para determinar a FDN, foi utilizada amilase termoestavel sem a
adicdo de sulfito de sodio. Os carboidratos ndo fibrosos (CNF) foram determinados por

diferenca, por meio da equacéo:
CNF = 100 — PB + FDN + EE + cinzas — (FDN corrigida para cinzas e proteina)

A densidade energética das dietas foi estimada por meio de analise quimica dos
ingredientes da dieta, calculada para 11,0 e 20,0 kg de consumo de matéria seca (CMS) para

0s periodos pré- e pos-parto, respectivamente, utilizando-se 0 modelo do NRC (2001).
Coleta e Processamento do Sangue

As amostras de sangue foram coletadas apo6s a alimentacdo matinal entre 08:00 h e
10:00 h, por puncdo da veia ou artéria coccigea em tubos evacuados (Vacutainer, Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA), sem agentes anticoagulantes para a separa¢do do soro e
com K3-EDTA para a separacdo do plasma. Posteriormente, os tubos foram centrifugados
((15 mim; 2500 x g para as analises de minerais e paratorménio (PTH) por 10 mim; 1800 x ¢
para as anélises de 25-OH-Ds)) (LS-3 Plus, CELM® S&o Paulo, SP, Brasil) para separagéo do
plasma, que foi colhido e dividido em mdltiplas aliquotas acondicionadas em tubos (2,5 mL),
e congeladas a —20°C até a realizacdo das analises de glicose, insulina, acidos graxos nédo
esterificados, B-hidroxibutirato e PTH. As amostras de minerais no soro foram imediatamente
levadas ao laboratorio para realizacdo das analises. As amostras para determinacdo de 25-OH-

D3 no plasma foram congeladas a —80°C até as analises.
Concentrac0es Séricas de Ca, Mg, P e de Ca ionizavel (iCa)

Apos a centrifugacdo e separacdo do soro, as amostras foram enviadas imediatamente
para o laboratorio para determinagdo das concentragdes dos minerais. As concentraces de
calcio total (tCa), magnésio total (tMg) e fosforo total (tP), bem como de Ca ionizavel (iCa),

foram determinadas em amostras de soro coletadas nos dias =7, 0, 1, 2 e 21 ap6s o parto. A
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determinacdo dos teores dos minerais no soro foram realizadas por meio de
espectrofotometria pela técnica do ion seletivo em analisador automatico de ions MHIlab—ise

(MH Equipamentos e Materiais para Laboratorio Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil).
Concentracao Plasmatica de 25-OH-D3 e Paratormonio

As amostras de plasma coletadas no 21° dia ap6s o inicio do fornecimento das dietas
experimentais, no dia do parto (d0), e no 21° dia (d21) apo6s o parto foram congeladas em
temperatura —80° e enviadas ao laboratorio para a determinacao das concentracfes de 25-OH-
D3, por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS/MS) pelo laboratério LabFor Anélises Laboratoriais Ltda (LabFor®, Séo
Paulo, SP, Brasil). O plasma amostrado aos —7, 0 e 21 dias em relacdo ao parto, foi analisado
para a determinacdo das concentracdes de PTH, através do método da quimioluminescéncia
(VetLab®, Petropélis, RJ, Brasil). Os dados de PTH foram log-transformados antes da analise,

porque a heterocedasticidade ou os residuos ndo apresentaram distribuicdo normal.
Glicose, Insulina, Acidos Graxos néo Esterificados e B-hidroxibutirato no Plasma

Foram coletadas amostras de sangue para a avaliacdo das concentragfes plasmaticas
de glicose, insulina, &cidos graxos nao esterificados (AGNE) e B-hidroxibutirato (BHB) nos
dias -7, 0, 7 e 21 em relacdo ao parto. As concentracdes de glicose no plasma foram
analisadas por oxidacdo da glicose utilizando kits comerciais (Glicose PAP Liquiform,
Labtest, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil), usando um espectrofotometro de microplacas
EON da Biotek com software de interfase Gen5 (Biotek®, Winooski, EUA). A determinagéo
das concentragdes de AGNE e BHB foi realizada por meio do kit analitico RANDOX
(Randox Laboratories Ltd., County Antrim, Reino Unido) usando o ensaio enzimatico-
calorimétrico. Os coeficientes de variacdo (CV) intra e inter-ensaio foram de 3,90 e 3,85%

para a glicose, respectivamente. A recomendagdo de iCa <1,0 mM foi utilizada para
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diagnosticar hipocalcemia subclinica (Oetzel et al., 1988). A cetose foi definida como

concentracdo de BHB >1,2 mM, baseado no estudo de Martinez et al. (2016).
Hemograma

As amostras de sangue total coletadas no dia —30 da data prevista do parto e,
novamente, nos dias 2 e 7 ap6s o parto, foram enviadas ao laboratorio para a realizacdo do
hemograma. As analises de hematologia global e contagem de células diferenciais foram
realizadas em analisador hematoldgico automatico (VET MEK-6550J/K, Nihon Kohden
Corporation, Irvine, CA, EUA). A coleta de sangue total no dia da entrada dos animais (—30)

no experimento foi usada como co-variavel para realizacdo das analises estatisticas.
Coleta e Analise de Urina

Amostras de urina foram coletadas duas vezes por semana antes do parto e no 212 e
422 dia pds-parto, por meio de massagem da area perineal para estimular a mic¢do. Logo apds
a coleta, o pH foi medido com potencidmetro digital portéatil (MS Tecnopon®, MPA 210,
Piracicaba, SP, Brasil) e em seguida, as amostras foram colocadas em tubos de plastico em
gelo e enviadas ao laboratério para analises das concentraces de creatinina, Ca e Mg totais.
As andlises de creatinina na urina foram realizadas por meio de método colorimétrico
comercial (Labtest, REF. 35, Lagoa Santa, MG, Brasil). As analises de Ca e Mg na urina
foram realizadas por meio de espectrofotometria utilizando o analisador automatico Labmax

Plenno (Labtest, REF. 35, Lagoa Santa, MG, Brasil).

A creatinina foi usada como indicador para estimar o volume urinario diario com base
na excrecao constante de 24,04 mg de creatinina por kg de PC por dia (Chizotti et al., 2008).

A estimativa da producao diéria de urina foi calculada da seguinte forma:

PC (kg) x 24,04
concentracao de creatinina na amostra de urina (mg/L)




46

As excrecdes urinarias diarias de Ca e Mg foram calculadas como o produto do

volume urinario e as respectivas concentracdes desses minerais nas amostras de urina.
Balanco Mineral Estimado

Os valores estimados de Ca e Mg foram calculados na Gltima semana de gestacdo e no
dia do parto, com base no CMS, concentracfes de Ca e Mg nas dietas e sobras, perdas
urinarias de Ca e Mg, e teores de Ca e Mg no colostro. As absor¢des estimadas de acimulo de
Ca e Mg e tecido fetal foram calculadas, utilizando as recomendag¢fes do NRC (2001), de
acordo com a dieta e o peso do bezerro ao nascimento. Para a determinag&o dos minerais nas
dietas, 1,0 g de amostra foi incinerada a 525 °C por oito horas. Entdo, o residuo foi dissolvido
em 6,0 mL de &cido nitrico (HNO3) com 25 g/L de HCIO, (digestao nitroperclérica) (Sarruge
e Haag, 1974), sendo a determinacdo da concentracdo de minerais nas dietas foi feito por

meio de espectrofotdmetro de absorcéo atbmica (Spectra AA 800, Varian, EUA).
Monitoramento de Doencas Clinicas

As vacas foram observadas durante todo o periodo experimental, sendo que os animais
que apresentaram qualquer sintoma anormal, ou diminui¢do substancial no CMS ou na
producdo de leite, foram submetidos a exames adicionais, para o diagndstico de doencas
clinicas nos dias 4, 7 e 14 pos-parto. A distocia foi registrada quando o parto necessitou de
assisténcia. A retencdo de placenta foi diagnosticada apds 12 horas sem a expulsdo das
membranas fetais. O diagnostico de mastite foi realizado por meio da presenca de
anormalidades no leite com o auxilio de caneca telada de fundo preto e presenca de grumos. O
diagnostico de metrite foi realizado por palpacdo retal, e confirmado quando o Utero
apresentou-se dilatado e flacido, com presenca de descarga aquosa, fétida de cor avermelhada

ou castanha e temperatura retal maior que 39,2°C (Smith et al., 1998).
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Monitoramento da Ruminacéo

Durante todo o periodo experimental, a ruminacéo e a atividade foram monitoradas
por colares SCR Heatime® Allflex (SCR Allflex, Hadarim, Netanya, Israel). A ruminago
total foi mensurada utilizando o sistema de monitoramento de ruminacdo Hr-Tag (SCR
Engineers, Netanya, Israel). O sistema apresenta registradores de ruminagdo e atividade,
leitores estacionarios e software para processamento dos dados eletronicos (Data Flow
software, SCR Engineers, Netanya, Israel). Foram colocados colares no pescoco de todos os
animais com o logger posicionado no lado esquerdo. O logger consistia em um em um
acelerdbmetro, uma unidade de microprocessador, uma unidade de memaria e um transponder.
Os dados foram calculados e resumidos em intervalos de 2 horas e armazenados na memoria
do registrador. Para realizacdo da andlise estatistica, a média de ruminacdo diaria foi
considerada na ultima semana pré-parto até a sexta semana pos-parto. O consumo de agua foi
registrado diariamente em dispositivos eletronicos e armazenados (Intergado®, Betim, MG,
Brasil). Entdo foi realizada a média de consumo de &4gua da semana para andlise estatistica.
As taxas de CMS e agua foram determinadas através dos dados de CMS e agua em relagao ao

total de tempo dispendido para consumo de MS e agua.
Peso Corporal, Escore de Condigdo Corporal (ECC)

O ECC foi avaliado semanalmente no pre-parto e nos primeiros 50 dias p6s-parto por
um Unico avaliador treinado, utilizando escala de 1 a 5 (Ferguson et al., 1994) com
incrementos de 0,25 unidades (Elanco Animal Health, 2009). As vacas foram pesadas no dia
da entrada no experimento e, automaticamente, durante todo o periodo experimental, quando
acessaram 0s bebedouros dotados de plataforma de pesagem automética (Intergado®, Betim,

MG, Brasil).

Producao e Composic¢éo do Colostro e do Leite
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As vacas foram ordenhadas nas primeiras seis horas ap0s o0 parto, sendo a producédo de
colostro registrada. Posteriormente, foram coletadas amostras de colostro em duplicata e
enviadas ao laboratorio (Laboratério de Qualidade do Leite, Embrapa Gado de Leite, Juiz de
Fora, MG, Brasil) para a determinacdo das concentracBes de calcio (Ca) e magnésio (Mg)

totais, de acordo com metodologia descrita por Bird e Weber (1961).

As vacas foram ordenhadas duas vezes ao dia as 07:00 h e as 16:00 h, e a producéo de
leite individual foi registrada automaticamente, por meio do software Delpro Manager System
(Delpro, DeLaval, Tumba, Suécia), instalado na ordenha mecanizada tipo espinha-de-peixe (4
x 4) de circuito fechado, com linha baixa centralizada, equipada com contadores de leite
automaticos MM23, controles MPC 580/680, e removedor automatico de coletores para
amostragem do leite. Amostras individuais de leite foram coletadas trés vezes por semana
durante todo o periodo experimental, e enviadas ao Laboratorio de Qualidade do Leite da
Embrapa Gado de leite (Juiz de Fora, MG, Brasil) para a determinacdo das concentracGes de
gordura, proteina, lactose e nitrogénio ureico no leite. As amostras foram armazenadas a 5°C
com bronopol para preservacao do leite e analisadas através do método de espectrometria de
absorcdo no infravermelho médio, utilizando o equipamento Bentley FCM (Bentley
Instruments, Minnesota, EUA). Também foi avaliada a producdo de leite corrigida para o teor
de gordura (3,5%LCG) e para a energia (LCE) e energia liquida retida no leite (ELI),

segundo o NRC (2001), sendo:

3,5% LCG = 0,4324 X leite kg + (16,218 X gordura no leite kg);

LCE = [(0,3246 X produgdo de leite ) + (12,86 X producdo de gordura) + (7,04

x produgdo de proteina)];

ELl = (0,0929 X gordura %) + (0,0563 X proteina %) + (0,0395 X lactose %).

Balango Energético Liquido
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O balanco de energia foi calculado utilizando a ingestédo caldrica diaria obtida a partir
da ingestdo de MS e o conteudo energético das dietas, de acordo com 0 NRC (2001). As
exigéncias de mantenca foram calculadas com base na formula do NRC (2001), de acordo
com peso corporal metabélico (0,08 x PC*™). As necessidades cal6ricas para gestacdo dos
animais no pré-parto foram estimadas como sendo 3,7 Mcal de EL,/dia para um bezerro com
43 kg de peso ao nascimento (NRC, 2001). As calorias secretadas no leite foram calculadas de
acordo com as producdes de gordura, proteina e lactose {producdo de leite x [(0,0929 x

gordura %) + (0,0563 x proteina %) + (0,0395 x lactose %)]}, de acordo com o NRC (2001).

Procedimentos Estatisticos

Os dados foram analisados para os periodos pré e pos-parto, separadamente. Foi
realizado o teste de normalidade dos residuos (Shapiro Wilk; P < 0,10) para cada variavel
dependente. As variaveis que ndo apresentarem distribuicdo normal foram submetidas a
transformacdo por meio do procedimento Box-Cox (Box e Cox, 1964). Os dados de PTH,
eosindfilos, linfécitos e mondcitos foram log-transformados antes da analise, porque a
heterocedasticidade ou os residuos ndo apresentaram distribuicdo normal. Os dados foram
analisados utilizando-se modelos mistos, sendo a semana ou dia de coleta usados como
medida repetida no tempo, usando o procedimento MIXED do SAS 9,4 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC; 2013). A coleta de sangue total no d30 relativo ao parto foi usada como covariavel
para analise dos dados de hematologia. O dia de coleta foi usado como medida repetida no
tempo para as analises de iCa, Ca, P, Mg, PTH, 25-OH-D3, producédo de urina e excrecdo de
creatinina, Ca e Mg na urina. Os dados de incidéncias de doencas e desempenho reprodutivo
foram considerados durante todo o periodo experimental. Os dados de producéo de colostro e
a concentracdo de Ca e Mg no colostro foram avaliados no dia do parto. Os dados de balanco

energetico no pré-parto foram considerados na ultima semana antes do parto. A semana de



50

lactacdo foi usada como medida repetida no tempo para os dados de balango energético pos-

parto, producao de leite e ruminacao.

Os dados ndo parametricos (retencdo de placenta, distocia, metrite, mastite e
reproducédo) foram analisados usando o modelo de regresséo logistica, usando o procedimento
LOGISTIC do SAS e os resultados foram interpretados com seus respectivos intervalos de

confianca a 95%.

Foram realizadas correlacfes de Pearson através do procedimento CORR do SAS para
as variaveis iCa, tCa, tMg, Mg e Ca secretado no colostro e urina, 25-OH-D3, balango de Ca e

Mg, glicose, BHB e producéo de leite a 95% de intervalo de confianca.

Foram considerados como efeitos fixos as dietas, as semanas e suas intera¢fes, e como
efeitos aleatdrios os blocos, os animais aninhados dentro de bloco e o erro. As médias para 0s
fatores dieta e semana, foram estudadas por meio do teste t e por regressao, respectivamente,

considerando-se P < 0,05 e tendéncia foi considerada quando P > 0,05 <0,10.

RESULTADOS
ConcentracGes sanguineas de Ca ionizado, Ca total, Mg total, P total, 25-OH-D;e PTH

N&o houve efeito de tratamento para a concentracdo de iCa no pré-parto (—7d) (P =
0.40). Entretanto, houve significancia marginal (P = 0,053) na concentracdo de iCa foi
observada no pdés-parto nas vacas do tratamento calcidiol (CTRL = 1,24 + 0,029 vs. CA =
1,31 £ 0,032 mM;), bem como houve tendéncia de efeito do tempo de coleta (P = 0,09) com
maior concentracdo de iCa no soro no primeiro dia pos-parto. Ndo houve efeito de interacéo
entre a fonte de vitamina D e o dia de coleta (P = 0,38). As concentracgdes de tCa e tP no soro
ndo foram influenciadas pela fonte de vitamina D na dieta (P > 0,05), mas, a concentracdo de

tCa diminuiu apos o parto, apresentando o menor valor no dia 21 pos-parto (P = 0,01), ao
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passo que a concentracdo de tP teve aumento significativo no dia 2 pds-parto (P < 0,01).
Efeito de interacdo néo foi detectado (P > 0,05) para tCa e tP. A concentracdo de Mg no soro
ndo foi afetada pela fonte de vitamina D (P = 0,41), dia da coleta (P = 0,32) ou interagdo entre
a fonte de vitamina D e o dia da coleta (P = 0,26). Nao houve efeito de tratamento para a
concentracdo de PTH no plasma (P = 0,16). A concentracdo de PTH foi maior no pds-parto (P
< 0,0001) e ndo foi detectado efeito de interacdo entre a fonte de vitamina D e o dia de coleta

(P =0,53) (Tabela 2).

Tabela 2. Concentragdes sericas de célcio ionizado, calcio total, fésforo e magnésio totais e
nas concentracdes de 25-hidroxivitamina-D3 (25-OH-D3) e paratorménio (PTH) no plasma de
vacas da raca Holandés, recebendo dieta acidogénica nos ultimos 21 dias pré-parto,

suplementada com colecalciferol ou calcidiol

Tratamento™ Valor de P°
Item CTRL CA EPM’ Vitamina Dia Vitamina D x
D Dia
mmol/L
Pré-parto iCa 1,31 1,34 0,026 0,40 - -
Pos-parto iCa 1,24 1,31 0,031 0,053 0,09 0,38
Ca total 2,41 2,47 0,04 0,22 <0,01 0,62
P total 2,22 2,17 0,07 0,57 <0,01 0,41
Mg total 1,07 0,99 0,07 0,41 0,32 0,26
25-OH-D3, 66,60 245,30 2,06 <0,01 <0,01 <0,01
ng/mL
PTH, pg/mL 11,58 12,16 1,398 0,16 <0,0001 0,53

"Tratamentos: CTRL: 3,0 mg/dia de colecalciferol (Rovimix D; 500®, DSM Nutritional Products); e CA: 3,0

mg/dia de calcidiol (Rovimix HyD®, DSM Nutritional Products).

’EPM = erro-padrio da média.
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3Valor de P: P Trat = efeito da fonte de vitamina D; P Dia = efeito do dia da coleta; P Trat x Dia = interagdo

entre tratamento e dia de coleta.

As vacas do tratamento calcidiol apresentaram maior concentragdo de 25-OH-D3 no
plasma (P < 0,01) (CTRL = 66,6 vs. CA = 245,3 ng/mL). Houve efeito de tempo de coleta (P
< 0,01). Efeito de interagédo entre a fonte de vitamina D e dia de coleta foi detectado (P <
0,01) (Tabela 2), onde a maior concentracdo plasmética de 25-OH-D; foi observada no dia do
parto, ao passo que no tratamento controle foram observadas concentragdes de 25-OH-D3

semelhantes ao longo dos dias de coleta (Figura 1).
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Figura 1. 25-hidroxivitamina-Ds; no plasma de vacas da raca Holandés recebendo dieta
acidogénica nos ultimos 21 dias pré-parto, suplementadas com colecalciferol (CTRL) ou
calcidiol (CA). Efeito da fonte de vitamina D (P < 0,01); efeito do dia de coleta (P < 0,01); *

denota interacdo entre a fonte de vitamina D e o dia de coleta (P < 0,01).

Excrecé@o de Minerais na Urina: Pré e P6s-parto
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A fonte de vitamina D ndo influenciou a excrecdo urinaria de creatinina (P = 0,67) e a
producdo de urina no pré-parto (P = 0,54). No entanto, no tratamento calcidiol houve maior
excrecdo de Ca na urina (mg/L) (P = 0,03), assim como o Ca excretado por dia (+ 60%) (P =
0,0002). A excrecao de Mg expressa em mg/L (P = 0,51) ou g¢/dia (P = 0,52) ndo foi
influenciada pela fonte de vitamina D, bem como ndo houve efeito de tratamento no pH
urinario no pré-parto (P = 0,25) (Tabela 3). Assim como ocorreu no pré-parto, a concentracao
de creatinina (P = 0,38) e a producdo diaria de urina (P = 0,41) ndo foram influenciadas pela
fonte de vitamina D no pos-parto. Ndo houve efeito de dia de coleta para a excrecdo de
creatinina (P = 0,23) e producédo de urina diaria (P = 0,23). Contudo, maior excre¢cdo de Ca
(mg/L) ocorreu no dia 21 em comparacdo a do dia 42 pds-parto (P = 0,03). Houve tendéncia
para efeito de dia de coleta para Ca excretado (g/dia) (P = 0,06). Efeito de interacdo ndo foi
observado para concentracdo de creatinina (P = 0,33), volume de urina (P = 0,34),
concentracdo de Ca (mg/L) (P = 0,69), e excrecbes de Ca (P =0,52) e Mg (g/dia) (P = 0,96).
Houve interacdo (P = 0,019) entre a fonte de vitamina D e o tempo de coleta para a excrecdo
de Mg expressa em mg/L, sendo que no dia 42° dia pds-parto, houve maior excre¢do de Mg

no tratamento controle (Tabela 3).
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Tabela 3. Volume urinario e concentragdes de creatinina, Ca e Mg na urina em vacas da raca
Holandés, recebendo dieta acidogénica nos ultimos 21 dias pré-parto, suplementada com

colecalciferol ou calcidiol

Tratamento™ Valor de P°

Item Vitamina Vitamina

CTRL CA EPM? D Dia D x Dia
Urina pré-parto
Creatinina, g/L 0,66 0,69 0,05 0,67 - -
Urina, L/dia 26,9 28,8 2,64 0,54 - -
Ca, mg/L 345,0 448,3 38,16 0,03 - -
Ca, g/dia 8,01 12,83 0,874 0,0002 - -
Mg, mg/L 66,3 63,9 3,62 0,51 - -
Mg, g/dia 1,75 1,88 0,182 0,52 - -
Urina pH 5,69 5,79 0,06 0,25 - -
Urina pés-parto
Creatinina, g/L 0,96 0,61 0,289 0,38 0,25 0,33
Urina, L/d 30,5 28,1 2,409 0,41 0,23 0,34
Ca, mg/L 23,8 20,2 4,16 0,50 0,03 0,69

Ca, g/d 0,82 0,58 0,204 0,41 0,06 0,52
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Mg, mg/L 63,2 642 1,462 0,61 0,84 0,019

Mg, g/dia 1,94 1,85 0,189 0,69 0,77 0,96

"Tratamentos: CTRL: 3,0 mg/dia de colecalciferol (Rovimix D3 500, DSM Nutritional Products); e CA: 3,0

mg/dia de calcidiol (Rovimix HyD®, DSM Nutritional Products).
EPM = erro-padréo da média.

3Valor de P: P Trat = efeito da fonte de vitamina D; P Dia = efeito do dia da coleta; P Trat x Dia = interagdo

entre tratamento e dia de coleta.

Conforme apresentado na Tabela 4, a fonte de vitamina D influenciou o balango
estimado de Ca no pré-parto (P = 0,003). Contudo, ndo houve efeito de tratamento para o
balanco de Mg no pré-parto (P = 0,63). No p6s-parto, a suplementacdo com calcidiol no pré-
parto promoveu balango negativo de Ca (CTRL = 13,2 vs. CA =-16,3 g/d; P = 0,001). Da
mesma forma que aconteceu no pré-parto, o balanco de Mg ndo foi afetado pela fonte de

vitamina D no pos-parto (P = 0,11).

Tabela 4. Balanco mineral estimado no pré e poés-parto em vacas da raca Holandés,
recebendo dieta acidogénica nos Gltimos 21 dias pré-parto, suplementada com colecalciferol

ou calcidiol

Item CTRL" CA*° EPM® Valor de P

Balanco, g/dia

Ca pré-parto 24,0 10,9 3,67 0,003

Mg pré-parto 18,7 19,1 1,31 0,63
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Ca pods-parto 13,2 -16,3 7,81 0,001

Mg pds-parto 19,5 144 2,18 0,11

Y “Tratamentos: CTRL: 3,0 mg/dia de colecalciferol (Rovimix Ds 500%, DSM Nutritional Products); e CA: 3,0

mg/dia de calcidiol (Rovimix HyD®, DSM Nutritional Products).

*EPM = erro-padréo da média.

Hemograma e Incidéncia de Doencas Clinicas no P6s-parto

A suplementacdo com calcidiol aumentou o volume globular no segundo e sétimo dias
pos-parto (CTRL = 28,5 vs. CA = 31,8 %; P = 0,01; Tabela 5). Porém, nenhum efeito da
fonte de vitamina D foi observado para o volume corpuscular médio (VCM) (P = 0,23),
concentra¢do da hemoglobina corpuscular média (CHCM) (P = 0,52) e leucometria global
(Tabela 5). Houve tendéncia de aumento para a concentra¢do de hemécias no grupo CA (P =
0,09). A concentracdo de hemacias e mondcitos foi maior no dia 2 que no dia 7 pés-parto (P =
0,01), N&o houve efeito de tratamento na concentracdo de eosindfilos e linfocitos, bem como
ndo houve efeito do dia da coleta (P > 0,10). Nao houve efeito de dia de coleta ou interacéo
entre a fonte de vitamina D e o dia de coleta para nenhuma das varidveis analisadas (Tabela

5).
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Tabela 5. Perfil hematoldgico no pds-parto de vacas da raca Holandés, recebendo dieta

acidogénica nos ultimos 21 dias pré-parto, suplementada com colecalciferol ou calcidiol

Tratamento® Valor de P°

2
CTRL CA EPM Vitamina Dia Vitamina D X

ltem* D Dia
Volume globular, % 28,5 31,8 0,93 0,01 0,36 0,19
VCM, fL* 499 513 0,79 0,23 0,37 0,81
CHCM, % 31,1 31,8 0,29 0,52 0,42 0,13
Leucometria global, x 14,3 14,0 1,16 0,84 0,58 0,16
10%/pL

Hemacias, x 10%/pL 58 6,2 014 0,09 0,007 0,82
Eosinéfilos, x 10%/uL 1,537 1,94 0,43 0,52 0,83 0,67
Linfocitos, x 10°/uL 10,1 98 0,66 0,65 0,28 0,41
Mondcitos, x 10*/puL 0,79 0,81 0,103 0,96 0,008 0,57

"Tratamentos: CTRL: 3,0 mg/dia de colecalciferol (Rovimix D3 500, DSM Nutritional Products); e CA: 3,0

mg/dia de calcidiol (Rovimix HyD®, DSM Nutritional Products).
’EPM = erro-padrdo da média.

3Valor de P: P Trat = efeito da fonte de vitamina D; P Dia = efeito do dia da coleta; P Trat x Dia = interagdo

entre tratamento e dia de coleta.

HL = fentolitro.
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Nenhum efeito da fonte de vitamina D foi detectado para retencdo de placenta,

distocia, metrite e mastite (P > 0,05) (Tabela 6).

Tabela 6. Incidéncia de doencas clinicas em vacas da raca Holandés, recebendo dieta

acidogénica nos ultimos 21 dias pré-parto, suplementada com colecalciferol ou calcidiol

Tratamento”
Valor de P

Item CTRL CA

Doencas clinicas Incidéncia, % (n/n)

Retencao de placenta 12,5 (5/40) 15,0 15,0 1,00
Distocia 7,5 (3/40) 5,0 10,0 0,55
Metrite 12,5 (5/40) 15,0 25,0 0,43
Mastite 12,5 (5/40) 10,0 10,0 1,00

Tratamentos: CTRL: 3,0 mg/dia de colecalciferol (Rovimix D; 500, DSM Nutritional Products); e CA: 3,0

mg/dia de calcidiol (Rovimix HyD®, DSM Nutritional Products).

Comportamento ingestivo

As vacas que receberam calcidiol apresentaram menor ruminagdo apenas no dia do
parto, enquanto que as vacas do grupo colecalciferol apresentaram menor ruminagdo até a
segunda semana de lactacdo (P = 0,03; Figura 2A). Assim como ocorreu na ruminagao, as
vacas do grupo calcidiol apresentaram atividade regular durante a ultima semana pré-parto e
todo o periodo pds-parto, enquanto que o grupo colecalciferol apresentou reducdo da

atividade da segunda até a quarta semana de lactacdo (P = 0,03; Figura 2B) (Tabela 7).
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Calcidiol aumentou o consumo de agua (+8,8 L/dia; P = 0,04). Houve um menor consumo de
agua na Gltima semana pré-parto e primeira semana pés-parto (P < 0,0001). A taxa de CMS
(kg/mim) ndo foi influenciada pela fonte de vitamina D (P = 0,59), contudo, houve efeito da
semana na taxa de CMS (P < 0,0001). Houve tendéncia de aumento para taxa de consumo de
agua (L/mim) no tratamento CA (P = 0,054), bem como houve efeito da semana (P < 0,0001).
N&o houve efeito de interacdo entre a fonte de vitamina D e semana para consumo de agua,

taxa de CMS ou taxa de consumo de agua (P > 0,10) (Tabela 7).

Tabela 7. Tempo de ruminacdo e atividade em vacas da raca Holandés, recebendo dieta

acidogénica nos ultimos 21 dias pré-parto, suplementada com colecalciferol ou calcidiol

Tratamento™ Valor de P°
Vitamina D x
ltem” CTRL CA EPM? VitaminaD Semana Semana
Ruminacdo, mim 532 524 11,2 0,66 <0,0001 0,03
Atividade, mim 457 465 17,8 0,61 0,006 0,03
Agua, L/dia 91,3 100,1 2,96 0,04 <0,0001 0,33
CMS, kg/mim 0,17 0,18 0,014 0,59 <0,0001 0,99
Agua, L/mim 2,9 39 037 0,054 <0,0001 0,47

Tratamentos: CTRL: 3,0 mg/dia de colecalciferol (Rovimix D; 500, DSM Nutritional Products); e CA: 3,0

mg/dia de calcidiol (Rovimix HyD®, DSM Nutritional Products).

EPM = erro-padrdo da média.
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*Valor de P: P Trat = efeito da fonte de vitamina D; P Semana = efeito da semana de lactacéo; P Trat x Semana

= interacdo entre tratamento e semana de lactacéo.

“Valor médio do dia coletados a cada duas horas na Gltima semana de gestacdo até a sexta semana pés-parto.
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CMS no Pré-parto e Balanco de Energia

Houve tendéncia para aumento do CMS no pré-parto (+1,0 kg/dia; P = 0,08) e
ingestdo caldrica para o tratamento calcidiol (+1,6 Mcal/dia; P = 0,09) (Tabela 8). A fonte de
vitamina D ndo influenciou o balango de energia liquida (P = 0,88) e o PC (P = 0,42). No
entanto, maior variacdo de PC foi observada no tratamento calcidiol (CTRL = 1,02 £+ 0,035
vs. CA = 1,33 = 0,035 kg/dia; P < 0,0001), ndo sendo observado efeito sobre o0 ECC (P =

0,45) (Tabela 8).

Tabela 8. Consumo de matéria seca (CMS), balanco de energia, peso corporal (PC) e escore
de condicdo corporal (ECC) no pré-parto de vacas da raga Holandés, recebendo dieta

acidogénica nos ultimos 21 dias pré-parto, suplementada com colecalciferol ou calcidiol

Item CTRL' CA’ EPM® Valor de P
CMS, kg/dia 10,7 11,7 0,49 0,08
Ingestdo caldrica, Mcal/dia 17,0 18,6 0,63 0,09
Balanco de energia, Mcal/dia 3,6 3,7 0,68 0,88
PC, kg 679,1 694,5 13,42 0,42
Variagédo no PC, kg/dia 1,02 1,33 0,035 <0,0001
ECC (escalade 1 a5) 3,45 3,53 0,08 0,45

! “Tratamentos: CTRL: 3,0 mg/dia de colecalciferol (Rovimix Ds 500%, DSM Nutritional Products); e CA: 3,0

mg/dia de calcidiol (Rovimix HyD®, DSM Nutritional Products).

*EPM = erro-padréo da média.
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Producéo de Colostro e Concentracao e Secrecdo Ca e Mg
As vacas do tratamento CA produziram 2,1 kg/dia a mais de colostro que as do
tratamento controle (P = 0,04). N&o houve efeito de tratamento para as concentracdes (g/L) e

secrec¢des (g/dia) de Ca e Mg no colostro (P > 0,05; Tabela 9).

Tabela 9. Producdo de colostro e secre¢do de Ca e Mg no colostro de vacas da raca Holandés,

recebendo dieta acidogénica nos Gltimos 21 dias pré-parto, suplementada com colecalciferol

ou calcidiol

Item CTRL' CA’ EPM® Valor de P
Colostro, kg/dia 5,4 7,5 0,71 0,04
Célcio, g/L 34 3,3 0,19 0,95
Célcio, g/dia 19,6 26,3 3,53 0,13
Magnésio, g/L 0,5 0,5 0,03 0,93
Magnésio, g/dia 3,1 4,2 0,56 0,13

 “Tratamentos: CTRL: 3,0 mg/dia de colecalciferol (Rovimix D3 500%, DSM Nutritional Products); e CA: 3,0

mg/dia de calcidiol (Rovimix HyD®, DSM Nutritional Products).

*EPM = erro-padrdo da média.

Metabdlitos Sanguineos no Plasma

A suplementagdo com calcidiol associada a uma dieta acidogénica resultou em maior
concentragéo de glicose no plasma (CTRL = 3,18 vs. CA = 3,63 mM; P = 0,017; Tabela 10).

Houve efeito de dia de coleta, em que em ambos os tratamentos, a concentracéo de glicose no
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plasma foi maior no dia do parto (P < 0,0001; Figura 2A). Houve efeito de interagdo entre a
fonte de vitamina D e o dia de coleta (P = 0,0036), onde as vacas do tratamento CA
apresentaram maior concentracdo de glicose apenas no parto (Figura 3A). A concentracdo de
insulina no plasma néo foi alterada pela fonte de vitamina D na dieta (P = 0,44). Todavia,
houve efeito de dia de coleta (P = 0,004; Figura 3B), ndo havendo interacdo entre a fonte de
vitamina D e dia de coleta (P = 0,52). As vacas do tratamento CA apresentaram menor
concentracdo plasmatica de AGNE (CTRL = 0,43 + 0,016 vs. CA = 0,32 = 0,016 mmol/L; P
< 0,0001). Independente do tratamento, a concentracdo de AGNE foi maior no dia do parto (P
< 0,0001; Figura 3C). Houve interacéo entre fonte de vitamina D e dia de coleta (P < 0,0001),
sendo que as vacas do tratamento CA apresentaram maior concentracdo plasmatica de AGNE
no dia do parto, enquanto que as vacas do tratamento CTRL mantiveram concentracdo mais
elevada de AGNE até o sétimo dia pés-parto (Figura 3C). A fonte de vitamina D ndo
influenciou a concentracdo de BHB no plasma (P = 0,36). Da mesma maneira, ndo houve
efeito no dia de coleta (P = 0,10; Figura 3D), nem houve interacdo entre os fatores (P = 0,76)

(Tabela 10).
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Tabela 10. Concentracdo plasmatica de glicose, insulina, &cidos graxos ndo esterificados
(AGNE) e B-hidroxibutirato (BHB) no plasma de vacas da raca Holandés, recebendo dieta

acidogénica nos ultimos 21 dias pré-parto, suplementada com colecalciferol ou calcidiol

Tratamento® Valor de P°
2
EPM Vitamina D x
Item CTRL CA Vitamina D Dia
Dia
Glicose, mmol/L 3,18 3,63 1,68 0,0017 <0,0001 0,0036
Insulina, ng/mL 0,37 034 0,031 0,44 0,004 0,52

AGNE, mmol/L 043 032 0,016 <0,0001 <0,0001 <0,0001

BHB, mmol/L 0,72 0,70 0,022 0,36 0,10 0,76

"Tratamentos: CTRL: 3,0 mg/dia de colecalciferol (Rovimix D; 500, DSM Nutritional Products); e CA: 3,0

mg/dia de calcidiol (Rovimix HyD®, DSM Nutritional Products).
EPM = erro-padrdo da média.

3Valor de P: P Trat = efeito da fonte de vitamina D; P Dia = efeito do dia da coleta; P Trat x Dia = interagdo

entre tratamento e dia de coleta.
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Producao e Composicéo do Leite

Foram observadas maiores producdes de leite (P = 0,03), de 3,5%LCG (P = 0,03) e de
LCE (P =0,03) (Tabela 11) para o tratamento calcidiol. Efeito de semana de lactacdo também
foi observado para producédo de leite (Figura 4A), 3,5%LCG (Figura 4B) e LCE (Figura 4C)
(P < 0,01). Nao houve interacdo para producgéo de leite, 3,5%LCG ou LCE (P > 0,05; Tabela
5). Houve tendéncia de efeito de tratamento para produgéo de gordura (P = 0,054) e as vacas
do grupo calcidiol produziram mais proteina e lactose (P = 0,04) (Tabela 11). De forma
similar ao que ocorreu com a producdo de leite, as producgdes de gordura, proteina e lactose
foram influenciadas pela semana de lactacdo (P = 0,01; Tabela 11). N&o houve efeito de

tratamento sobre os teores de gordura, proteina, lactose e ureia (P > 0,05) (Tabela 11).

Tabela 11. Producdo de leite (PL), producdo de leite corrigida para gordura (3,5%LCG) e
energia (LCE) e composicdo do leite de vacas da raca Holandés, recebendo dieta acidogénica

nos Ultimos 21 dias pré-parto, suplementada com colecalciferol ou calcidiol

Tratamento™ Valor de P°
ltemn CTRL CA EPM’ Vitamina Semana  Vitamina D
D X Semana
PL, kg/dia 29,71 32,47 0,89 0,03 <0,01 0,57
3,5%LCG, kg/dia 29,09 33,87 0,99 0,03 <0,01 0,49
LCE, kg/d 29,33 32,42 0,92 0,03 <0,01 0,49
Gordura, kg/dia 1,05 1,17 0,04 0,054 <0,01 0,62
Proteina, kg/dia 0,88 0,96 0,03 0,04 <0,01 0,50
Lactose, kg/dia 1,36 1,49 0,04 0,04 <0,01 0,62
Gordura, % 3,56 3,59 0,14 0,84 - -
Proteina, % 2,96 2,98 0,04 0,82 - -

Lactose, % 4,58 4,59 0,03 0,78 - -
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Ureia, mg/dL 16,72 16,46 0,77 0,80 - -

"Tratamentos: CTRL: 3,0 mg/dia de colecalciferol (Rovimix Dy 500%, DSM Nutritional Products); e CA: 3,0

mg/dia de calcidiol (Rovimix HyD®, DSM Nutritional Products).
EPM = erro-padréo da média.

“Valor de P: P Tratamento = efeito da fonte de vitamina D; P Semana = efeito da semana; P vitamina D x

Semana = intera¢do entre tratamento e tempo.
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producdo (kg/dia): CTRL = 29,7 + 0,86; CA = 32,5 + 0,88. Painel B:
média de producéo (kg/dia): CTRL = 29,9 + 0,99; CA = 33,1 + 1,01.
Painel C: media de producdo (kg/dia): CTRL = 29,3 £ 0,94; CA =

32,4 +£0,92.
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CMS e Balanco de Energia Pds-parto

Assim como no periodo pré-parto, ndo houve efeito da fonte de vitamina D sobre o
CMS no pos-parto (P = 0,31; Tabela 12). Houve efeito da semana de lactacdo sobre 0 CMS,
sendo observado menor CMS no inicio da lactacdo (P < 0,0001). Houve significancia
marginal para maior energia secretada no leite para o grupo calcidiol (P = 0,07). Houve efeito
de semana de lactacdo (P < 0,0001) (Tabela 12). N&o houve efeito de tratamento sobre a
ingestdo caldrica (CTRL = 29,4 vs. CA = 29,1 Mcal/dia; P = 0,76), que foi influenciada pela
semana de lactacdo (P < 0,0001). As vacas suplementadas com calcidiol apresentaram menor
energia no leite apenas na primeira semana de lactacdo, enquanto que o grupo controle
apresentou menor energia no leite até a terceira semana de lactacdo (P = 0,09). Houve
tendéncia de aumento no balanco de energia negativo para o grupo calcidiol (CTRL = - 0,3
vs. CA = — 2,3 Mcal/dia; P = 0,08) e, conforme esperado, o balango negativo de energia foi
maior no inicio da lactacdo (P < 0,0001). A variacdo no PC nao foi influenciada pela fonte de
vitamina D (P = 0,15). Contudo, no inicio da lactacdo essa variacdo no peso foi mais
pronunciada (P < 0,001). O ECC nao foi afetado pelos tratamentos (P = 0,38), mas aumentou
com o avango da lactacdo (P < 0,0001). Nao houve interacdo entre a fonte de vitamina D e a
semana de lactacdo para CMS (P = 0,34), energia secretada no leite (P = 0,49), PC (P =0,41),

variacdo no PC (P = 0,26), e ECC (P = 0,26) (Tabela 12).
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Tabela 12. Consumo de matéria seca (CMS), ingestdo calorica, balango de energia liquido

(BEL), peso corporal (PC), variacao do peso corporal e escore de condi¢do corporal (ECC) no

pos-parto de vacas da raca Holandés, recebendo dieta acidogénica nos ultimos 21 dias pre-

parto, suplementada com colecalciferol ou calcidiol

Tratamento® Valor de P’
2
EPM Vitamina Vitamina D
CTRL CA Semana

ltem® D X Semana
CMS, kg/dia 20,2 19,4 0,51 0,31 < 0,0001 0,34
Energia retida no leite, 199 21,7 0,68 0,07 < 0,0001 0,49
Mcal/dia
Ingestdo caldrica, Mcal/dia 29,4 29,1 0,74 0,76 < 0,0001 0,08
BEL, Mcal/dia -03 -23 0,73 0,07 < 0,0001 0,09
PC, kg 597,1 600,1 12,92 0,87 < 0,0001 0,41
Variagdo no PC, kg/dia -10 -13 0,25 0,15 < 0,0001 0,26
ECC (escalade 1 a5) 3,1 2,9 0,102 0,38 0,0025 0,26

"Tratamentos: CTRL: 3,0 mg/dia de colecalciferol (Rovimix D; 500, DSM Nutritional Products); e CA: 3,0

mg/dia de calcidiol (Rovimix HyD®, DSM Nutritional Products).

EPM = erro-padrdo da média.

® Valor de P: P Trat = efeito da fonte de vitamina D; P semana = efeito da semana de lactac&o; P vitamina D x

Semana = interac&o entre tratamento e a semana de lactacéo.

Correlagdes de Pearson
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Houve correlacdo positiva entre Ca e Mg excretados na urina, tMg e iCa, Ca e Mg no

colostro, Mg secretado no colostro e a concentracdo de 25-OH-D3 no plasma, bem como o

balanco de Ca e o balanco de Mg e a concentracdo de glicose e 25-OH-D; no plasma.

Correlacdo negativa foi observada para o balanco de Ca e o Ca excretado na urina, o balango

de Ca e o Ca secretado no colostro, o balanco de Ca e a concentracdo de 25-OH-D; e a

concentracdo de BHB no plasma e a producdo de leite (Tabela 13).

Tabela 13. Coeficientes de correlacdo de Pearson para as concentragdes de iCa, tCa, tMg, Mg

e Ca secretado no colostro, Ca (uCa) e Mg (UMg) na urina, 25-OH-Ds, balanco de Ca e Mg,

glicose, BHB e producéo de leite

Item Correlacdo de Pearson ~ Valor de P
uCa uMg 0,49 0,0015
tMg iCa 0,32 0,048
tCa iCa 0,66 <0,0001
Ca colostro Mg colostro 0,99 <0,0001
Mg colostro 25-OH-D3 0,37 0,037
Balanco de Ca uCa -0,44 0,004
Balanco de Ca Balanco de Mg 0,85 <0,0001
Balanco de Ca Ca colostro -0,35 0,028
Balanco de Ca 25-OH-D3 -0,37 0,01
Glicose 25-OH-D3 0,35 0,036
BHB Producéo de leite -0,33 0,041
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DISCUSSAO
Metabolismo do Ca e a Vitamina D

A hipotese do presente estudo era de que a suplementacdo de calcidiol em substituicdo
ao colecalciferol poderia aumentar a concentracdo de Ca no sangue e, consequentemente,

aumentar a excre¢do urinaria de Ca devido a melhora da integracdo do metabolismo de Ca.

A rota metabolica para aumento da concentracdo de Ca no sangue € mediada por dois
metabolitos, o PTH e a forma ativa da vitamina D. Quando ha reducdo na concentracdo de Ca
no sangue, a secrecdo de PTH é estimulada, favorecendo a sintese de 1,25-dihidroxivitamina
D3. O calcidiol é o primeiro metabdlito na transformacdo da vitamina D3 no hormonio
fisiologicamente ativo (Celi et al.,, 2018). A ativacdo da vitamina D3; é controlada pela
hidroxilacdo do C,s no figado formando o metabdlito 25-hidroxicolecalciferol (Horst et al.,
1994). No presente estudo, a 25-OH-D3 ja esta na forma ativa no tratamento calcidiol e

apresenta longa meia vida (15 dias) se comparada com o colecalciferol (Jones, 2008).

Os valores para diagnéstico de hipocalcemia subclinica é de iCa < 1,0 mM (Oetzel et
al., 1988); tCa < 2,0 mM (Reinhardt et al., 2011) ou tCa < 2,15 mM (Martinez et al., 2012),
portanto, constatou-se que os animais de ambos os tratamentos estavam normocalcémicos no
presente estudo. Isto pode ser a razdo da falta de efeito de tratamento na concentracdo de PTH
no plasma, pois o PTH é o principal horménio calcicotrofico que sinaliza os mecanismos
reguladores de Ca no sangue quando a concentracdo de Ca esta abaixo do normal (Hernandez-

Castellano et al., 2019).

Quando a concentracdo de Ca é reduzida (< 2,5 mM), a glandula da paratiredide
estimula a secrecdo de PTH (Goff et al., 2014). Outro motivo para manutencdo dos niveis

normais de Ca é que a concentracdo sérica média de Mg estava acima de 2,2 mg/dL. A
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concentracdo acima de 1,9 mg/dL sugere que a responsividade dos tecidos ao PTH nao foi

suprimida (Rude e Gruber, 2004).

Houve tendéncia de aumento no iCa para as vacas suplementadas com calcidiol (+
0,07 mM) no pos-parto. Por outro lado, Rodney et al. (2018a) observaram aumento da
concentracdo sérica de iCa no pré-parto, mas ndo no pos-parto em vacas recebendo dieta
acidogénica (—126,6 mEg/kg de MS) suplementadas com 3,0 mg/dia de calcidiol. Apesar de
ter ocorrido apenas tendéncia de aumento para o Ca no sangue, os dados de excre¢do de Ca na
urina sugerem que este aumento foi suficiente para melhorar os mecanismos homeostaticos de
regulacdo do Ca. Assim como ocorreu no presente estudo, a excrecdo urinaria de Ca
aumentou 4,1 g/dia nas vacas suplementadas com calcidiol (Oehlschlaeger et al., 2014).
Ademais, 0 aumento da concentracdo de Ca no sangue provocado pela suplementacdo com
calcidiol associada a uma dieta acidogénica foi a mesma (+0,07 mM) nos estudos de Rodney

et al. (2018a) e Poindexter et al. (2020).

A concentracdo de Ca no sangue é rigidamente regulada e aumentos na concentracao
de Ca resultam em hipercalciuria (Constable et al., 2019), com consequente maior excre¢do
urinéria de Ca. De maneira oposta, quando a concentracdo de Ca reduz, a reabsorcdo renal
aumenta na tentativa de manter os niveis normais de Ca (Blaine et al., 2014). Os resultados do
presente estudo sugerem uma menor ativacdo dos sitios de reabsorcdo nos tubulos renais

devido & maior concentracdo de Ca no sangue (Blaine et al., 2014).

O calcitriol (1,25-dihydroxyvitamina-D3) estimula o transporte de Ca através da
membrana pelo aumento da expressdo luminal dos canais de Ca, principalmente o receptor
transitorio potencial vaniléide tipo 5 e 6 (TRPV5;6) (Hoenderop, 2005). Este aumento no
fluxo de Ca atraves da membrana promove reducéo da reabsorcéo renal (Fredeen et al., 1988).
As vacas suplementadas com calcidiol apresentaram aumento de 268% de 25-OH-D3; no

plasma. Isto, provavelmente, resultou em maior absorcéo intestinal de Ca, conforme reportado
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por Oehlschlaeger et al. (2014). A absorcdo intestinal de Ca é mediada por transporte
transcelular através da entrada de Ca em sitios especificos presentes na superficie tipo borda
em escova no lumen intestinal e finalmente o transporte intracelular é mediado pela proteina
ligada ao Ca e calbindina-Dgy (Lieben et al., 2011) sendo o calcitriol o principal hormonio

responsavel pelo aumento da absorcdo intestinal de Ca.

Além disso, a suplementacdo na dieta com colecalciferol (CTRL) promoveu
concentracdo media de 66,6 ng/mL de 25-OH-Dj3; durante todo o periodo experimental,
sugerindo limitacdo da conversdo de colecalciferol em calcidiol (Poindexter et al., 2020;
Rodney et al. 2018a). Fisiologicamente, quando a concentracdo de minerais no sangue no
sangue aumenta acima dos niveis normais, a excre¢do urinaria é aumentada com o intuito de
manter os niveis fisioldgicos normais. Portanto, a falta de efeito da suplementacdo com
calcidiol na excrecdo de Mg na urina no pré e pds-parto foi resultado da similaridade na
concentracdo de Mg no sangue em ambos os tratamentos. Contrario ao que foi observado no
presente estudo, Rodney et al. (2018a) reportaram a reducdo da concentracdo de Mg no
sangue, resultou em menor excrecdo urinaria de Mg nas vacas recebendo calcidiol 21 dias

antes do parto, associada a dieta acidogénica (DCAD = — 126,6 mEqg/kg de MS).

N&o houve efeito da fonte de vitamina D na concentracdo de tP (média = 2,2 mM).
Isto é importante, pois a concentracdo de P no sangue estd diretamente relacionada com a
ingestdo de P da dieta (Horst, 1986). As dietas pré-parto apresentaram concentracao de 0,27%
de P no presente estudo. Além disso, alta concentracdo de P no sangue reduz a conversdo de
calcidiol em calcitriol pelo impedimento da hidroxilagdo mediada pela enzima 1-a hidroxilase

(Anderson et al., 2017).

Em razdo da maior excrecdo de Ca na urina nas vacas que receberam calcidiol, o
balancgo positivo de Ca no pré-parto foi menor e, como resultado, o balanco foi negativo no

pos-parto. Além disso, as vacas do tratamento calcidiol produziram 2,5 kg/dia a mais de



76

colostro, resultando na secrecdo de 6,6 g/d a mais de Ca no colostro. Apesar da secrecao de
Ca ndo ter sido estatisticamente diferente, isto impactou o balanco pds-parto de Ca, como
demonstrado pela correlacdo negativa entre o balangco de Ca e o Ca excretado na urina (r = —

44) e o balanco de Ca e a secrecdo de Ca no colostro (r = —0,35).

Da mesma forma, Rodney et al. (2018a) observaram valores similares, embora o
balanco negativo tenha sido menor, provavelmente devido a fonte de vitamina D nao ter
influenciado producéo de colostro neste estudo. No presente estudo, o balango de Mg ndo foi
influenciado pela fonte de vitamina D, o que pode ser explicado pela ndo influéncia da fonte
de vitamina D na excrecdo de Mg na urina e no colostro. Contudo, Rodney et al. (2018a)

reportaram aumento do balanco negativo de Mg nas vacas suplementadas com calcidiol.
Perfil hematoldgico e Incidéncia de Doencas no Pds-parto

Vacas de alta producéo de leite no periodo de transicdo experimentam desequilibrio na
homeostase fisioldgica que resulta em excessiva mobilizacdo de reservas, impedimento da
funcdo imune e estresse oxidativo (Abuelo et al., 2015). A suplementacdo com calcidiol 21
dias antes do parto ndo reduziu a incidéncia de doencas. A vitamina D é essencial para
ativacdo do sistema imune (Nelson et al., 2012) sendo um regulador importante, suprimindo a
proliferacdo dos linfdcitos e interferon-y (Nelson et al., 2011). A resposta imune mediada pela
vitamina D depende da concentracdo de 25-OH-D3; no plasma (Nelson et al., 2011). Dessa
forma, era esperado que a resposta as doencas pudesse ser melhorada devido a maior

concentracdo de 25-OH-D3.

A falta de efeito do calcidiol na incidéncia de doengas pode estar relacionada ao fato
de que todas as vacas do estudo estavam normocalcémicas e a ocorréncia das doencas foi
baixa, 0 que possivelmente impossibilitou a detecgio de efeito estatistico. E bem conhecido

que animais hipocalcémicos sé@o mais susceptiveis as doencgas no periodo pds-parto (Martinez
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et al., 2012; Rodriguez et al., 2017). Além disso, 0 n experimental ndo permite fazer uma

avaliacdo correta da prevaléncia de doencas no presente estudo.

Ademais, as vacas que apresentaram alguma doenca no pos-parto ndo apresentaram
menor concentracdo de Ca no pré ou pos-parto (dados ndo mostrados). Contudo, Martinez et
al. (2018b) observaram reducdo da incidéncia de retencdo de placenta (46,2 vs. 23,1%) e
metrite (30,8 vs. 2,5%) nas vacas suplementadas com calcidiol em dieta acidogénica. Nesse
estudo (n = 80 vacas distribuidas em quatro tratamentos), a prevaléncia global de retencdo de
placenta e metrite foram de 16,5 e 34,6%, respectivamente. Vacas suplementadas com 3,0
mg/dia de colecalciferol ou calcidiol foram submetidas a um desafio infeccioso com S. uberis
e 0s autores observaram reducdo da severidade da mastite nas vacas suplementadas com
calcidiol (Poindexter et al., 2020). Martinez et al. (2018b) observaram maior capacidade
fagocitaria dos leucocitos e aumento dos neutréfilos com queima oxidativa nas vacas

suplementadas com calcidiol, mostrando um aumento da resposta imune nestes animais.

No presente estudo, o calcidiol aumentou o volume globular (28,5 vs. 31,8%). Isto
pode estar relacionado com maior necessidade por oxigénio, possivelmente devido a maior
producdo de leite nos animais do grupo calcidiol. Oliveira et al. (2019) observaram aumento
do volume globular em vacas Nelore no p6s-parto imediato. Contudo, para elucidar os efeitos
do calcidiol no sistema imune, a capacidade oxidativa e fagocitaria dos leucécitos deveria ser
avaliada, como mostrado por Martinez et al. (2018b), que observaram aumento da capacidade
oxidativa dos neutréfilos em vacas recebendo calcidiol através da mensuracdo de células com

atividade fagocitaria desafiadas in vitro com Escherichia coli.
Ruminacéo, Atividade e Comportamento Ingestivo

Diversos estudos demonstraram o impacto da proximidade do parto na ruminagéo
(Calamari et al., 2014; Kaufman et al., 2016; Goff et al., 2014) em resposta as mudancas

fisioldgicas e metabdlicas relacionadas com a reducdo na concentracdo de Ca no sangue (Goff
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et al., 2020) e drastica reducdo no CMS (Liboreiro et al., 2015). No presente estudo, ambos 0s
tratamentos tiveram grande decréscimo no CMS como descrito por outros estudos. No
entanto, as vacas do grupo calcidiol apresentaram pouca variagdo no tempo de ruminacao
durante todo o periodo experimental, com menor ruminacéo apenas no dia do parto. Por outro
lado, as vacas suplementadas com colecalciferol apresentaram menor ruminacdo até a
segunda semana de lactacdo. Cada hora de aumento na ruminacdo diaria representa aumento

de 1,26 kg/dia na producéo de leite (Johnston e DeVries, 2018).

Além disso, a ruminacdo esta intimamente relacionada a motilidade ruminal,
controlada também pela disponibilidade de Ca no sangue e essa motilidade impacta
diretamente 0 CMS (Jgrgensen et al., 1998). As contra¢gbes ruminais cessam quando a
concentracdo de Ca ionizado sdo menores que 0,6 mM (Jergensen et al., 1998). Ademais
existe direta correlacdo entra a concentracéo de Ca e a ruminacao (r = 0,75; P = 0,01) quando
a concentracdo plasmatica de Ca é menor que 1,0 mM (Goff et al., 2020). O grupo CA
apresentou maior atividade na ultima semana pré-parto e nas primeiras quatro semanas pos
parto. Ademais, no presente estudo, a producéo de leite correlacionou-se positivamente com a

atividade (r = 0,17; P = 0,008).

A taxas de CMS (gMS/mim) e &gua (L/mim) ndo foram influenciadas pela fonte de
vitamina D. Contudo, as vacas do grupo CA consumiram mais agua (+8,8 L/dia),
possivelmente relacionado com a maior producdo de leite. Cardot et al. (2004) observaram
que para cada kg de leite a mais, as vacas consomem cerca de 1,33 L/dia adicionais de agua.
No presente estudo, esse consumo adicional foi 3,14 L/dia, possivelmente relacionado com a

maior temperatura nos tropicos.
Metabdlitos no Plasma, CMS, Balanco de Energia e Producéo de Leite

A segunda hipotese do presente estudo era de que a suplementacdo com calcidiol

poderia melhorar os mecanismos homeostaticos do Ca, promover diminuicdo do status
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energético negativo e aumentar o desempenho produtivo de vacas leiteiras através da
integracdo entre o calcidiol e o metabolismo energético (Rodney et al., 2018a). Em resumo, 0s
resultados da suplementacdo com calcidiol foram: aumento da concentracdo de glicose,
reducdo da concentracdo de acidos graxos nao esterificados e aumento das producdes de leite
(+ 2,8 kg/dia), LCE (+ 4,8 kg/dia) e LCG (+ 3,1 kg/dia). Portanto, a hipdtese do presente

estudo nao foi rejeitada.

O CMS médio no presente estudo foi semelhante ao reportado por Santos et al. (2019),
que observaram CMS de 11,2 kg/dia em vacas multiparas da raca Holandés com peso, ECC e
producdo de leite, respectivamente de, 715 kg, 3,57 e 36,7 kg/dia recebendo dieta
acidogénica. A tendéncia de aumento de CMS no pré-parto para as vacas do tratamento CA
(+1,0 kg/dia) foi uma surpresa no presente estudo, pois as duas dietas eram semelhantes,
como observado por Martinez et al. (2018a) que testaram a suplementacdo com colecalciferol
ou calcidiol e ndo observaram diferenca no CMS. No entanto, como demonstrado por
Johnston e DeVries (2018), o CMS esta associado ao tempo de ruminagdo em vacas leiteiras.
No presente estudo, o tempo de ruminacgdo do grupo calcidiol foi maior (+28 mim) no pré-

parto que o grupo controle, possivelmente influenciando o CMS no pré-parto.

O exato mecanismo envolvido nessa reducdo do CMS em vacas recebendo dieta
acidogénica no pré-parto ndo esta completamente entendido, mas a acidose metabdlica

causada por essas dietas pode ser umas das razfes para essa reducdo (Zimpel et al., 2018).

A suplementacdo com calcidiol na dieta ndo influenciou o balango de energia no pré-
parto, o que pode ser explicado pelo CMS e de energia semelhante nos dois tratamentos.
Martinez et al. (2018a) nao encontraram diferenca no balanco de energia de vacas recebendo
colecalciferol ou calcidiol 21 dias antes do parto. No presente estudo, as vacas que receberam
calcidiol apresentaram variagdo positiva no peso corporal, em parte relacionada com o peso

superior dos bezerros ao nascimento (+ 5,6 kg; P = 0,013). A mesma resposta ndo foi
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observada por Martinez et al. (2018a) quanto ao efeito da fonte de vitamina D sobre a

variacao de peso das vacas no pré-parto.

No dia do parto, a vaca necessita de mais energia para producdo do colostro, e, nessa
condicdo, maior quantidade de nutrientes sdo direcionados para a glandula mamaria, ja que o
organismo da vaca necessita de mais nutrientes (glicose, proteina, Ca, etc.). Sendo assim, 0
aumento na producdo de colostro (+2,1 kg/vaca) no tratamento calcidiol, possivelmente

ocorreu devido a maior concentracéo de glicose no plasma.

A glicose € um dos principais substratos para formacdo da lactose (Cant et al., 2002) e,
consequentemente, um dos principais responsaveis para producdo de leite (Danes et al.,
2020). Embora tenha sido observada apenas uma tendéncia de aumento no consumo no pré-
parto (+1,0 kg/dia), pode ser uma das razdes para 0 aumento da glicose no plasma das vacas
do tratamento calcidiol no dia do parto e, como consequéncia disso, as vacas que receberam
calcidiol apresentaram maior producdo de colostro. Devido ao aumento na producdo de
colostro, poderia-se esperar maior secrecdo de Ca, fato que ndo ocorreu, mostrando que o
calcidiol foi capaz de manter a homeostase do Ca, suprindo as necessidades de Ca para maior
producdo de colostro. De forma distinta ao presente estudo, o calcidiol aumentou a secrecéo
de Ca no colostro em vacas recebendo dieta acidogénica 21 dias antes do parto (Rodney et al.,

2018a).

Grande quantidade de glicose € requerida para uma variedade de funcbes e
mecanismos fisiolégicos como o sistema imune, 0 metabolismo energético, a producdo de
leite e a reproducéo. O requerimento diario de glicose é 2,7 vezes maior em vacas no inicio da
lactacdo (Sundrum, 2015). No presente estudo, a suplementagdo com calcidiol aumentou em
0,45 mmol/L a concentragdo de glicose no plasma, na pratica, isto significa mais glicose
disponivel para atendimento das necessidades da vaca. No inicio da lactagéo as vacas leiteiras

em resposta as mudancas metabolicas e fisiologicas podem apresentar resisténcia a insulina
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(Dekoster e Opsomer, 2013; Mair et al., 2016) e a baixa concentracdo de insulina no plasma
(Gartner et al., 2019), uma vez que a insulina é o principal metabdlito que sinaliza para que
ocorra a absorcédo de glicose. Contudo, no presente estudo, a concentracdo de insulina ndo foi
influenciada pela fonte de vitamina D. Da mesma forma, Martinez et al. (2018a) néo

observaram efeito da suplementacdo com calcidiol na concentracdo plasmatica de insulina.

A ocorréncia de lipolise € comum em vacas no inicio da lactacdo devido a grande
demanda energética nesse periodo (Contreras e Sordillo, 2011) e essa mobilizacdo de reservas
estd intimamente associada com o decréscimo do CMS no poés-parto e a diminui¢do da
capacidade fagocitica do sistema imune (Martinez et al., 2014). Como esperado, héa
incremento na concentracdo plasméatica de AGNE com o aumento da demanda energética
apos o parto, acompanhada de diminuicdo no CMS. Entdo, para compensar o desequilibrio
entre demanda e energia disponivel, a vaca mobiliza gordura do proprio organismo (Contreras
e Sordillo, 2011). A suplementacdo com calcidiol reduziu a concentracdo de AGNE no

plasma.

A menor concentracdo de AGNE no plasma das vacas recebendo calcidiol pode ser
devido a menor resisténcia dos tecidos alvos a insulina, um horménio antilipolitico.
Provavelmente, as vacas do grupo controle experimentaram algum grau de resisténcia a
insulina no inicio da lactacdo, assim como observado por Rico et al. (2015) em vacas
multiparas prenhes, ndo lactantes com AGNE acima de 0,4 mM. No presente estudo, a
concentracdo média de AGNE no grupo controle foi de 0,43 mM, apresentando 0,68 e 0,58
mM no dia do parto de sete dias pds-parto, respectivamente. De forma semelhante ao diabetes
tipo 2, a secrecdo de insulina ndo é comprometida pelas células ;1 no pancreas, contudo, a
entrada de glicose nos tecidos alvos é afetada e ocorre uma maior necessidade de mobilizagéo

de reservas corporais para oxidacdo no figado e producédo de energia na vaca leiteira.
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N&o houve efeito da fonte de vitamina D na concentracdo de insulina, contudo, a
resisténcia a insulina pode ocorre em tecidos alvos especificos (Dekoster e Opsomer, 2013) e
a maior lipdlise no grupo suplementado com colecalciferol suporta essa hipotese no presente
estudo. Ademais, maior concentracdo de glicose no plasma inibe a atividade da carnitina
palmitoil trasnferase 1 (CPT1), diminuindo assim a oxidagédo de &cidos graxos (Schaff et al.,

2013), como ocorreu nas vacas suplementadas com calcidiol.

O BHB néo foi influenciado pela fonte de vitamina D, e 0 mesmo foi reportado por
Martinez et al. (2018a). Essa resposta pode ser decorrente ao fato do figado néo ter excedido
sua capacidade em oxidar os acidos graxos livres. A concentracdo normal de BHB no plasma
é menor que 1,2 mM; quando essa concentracdo excede 1,2 a 1,5 mM, a vaca pode apresentar
cetose subclinica ou clinica (lwersen et al., 2013). No presente estudo, as vacas recebendo
colecalciferol ou calcidiol apresentaram concentracdio de BHB de 0,72 e 0,70 mM,
respectivamente. Curiosamente, a producdo de leite foi inversamente relacionada com a

concentracdo de BHB no plasma (r =— 0,33; P = 0,041) no presente estudo.

O grupo calcidiol produziu 2,8 kg/leite/dia a mais em relagcdo ao controle. Durante a
lactacdo grande parte da glicose disponivel (50 a 85%) é direcionada para a producéo de leite
na glandula mamaria (Duhlmeier et al., 2005; Zhao e Keating, 2007). Danes et al. (2020)
observaram aumento de 6,4 kg/dia de leite em vacas recebendo infusdo abomasal de 3,1
Mcal/dia de glicose. A suplementacdo com calcidiol promoveu aumento na concentracdo de
glicose no plasma no presente estudo. A maior parte da glicose circulante em ruminantes tem
origem hepatica e renal, por meio da gliconeogénese, sendo a glicose absorvida por duas vias:
o0 transporte facilitado e o cotransporte. O transporte facilitado é mediado principalmente por
transportadores de glicose (GLUT4) estimulados pela secre¢do de insulina (DeKoster e
Opsomer, 2013) e GLUT1 para a glandula mamaria que ndo depende da sinalizacdo pela

insulina. Os resultados do presente estudo sugerem que maior concentracdo de glicose foi
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direcionada para a glandula mamaria e que os animais do grupo CA apresentaram menor

expressao de genes relacionados a sintese de carnitina (Schlegel et al., 2011).

No presente estudo, a concentracdo plasmatica de insulina ndo foi influenciada pela
fonte de vitamina D. Similarmente, a fonte de vitamina D ndo influenciou a concentracdo de
insulina em vacas recebendo colecalciferol ou calcidiol associado a dieta acidogénica (-126,6
mEqg/kg de MS) (Martinez et al., 2018a; Rodney et al., 2018b). Os autores atribuiram a maior
producdo de leite para as vacas que receberam calcidiol a diminuicdo da morbidade, com
reducdo de 91,8% na incidéncia de retencdo de placenta e 44% de metrite (Martinez et al.,
2018b). No presente estudo, parcialmente a maior producédo de leite no grupo CA pode estar
relacionado com o maior CMS no pré-parto e consequentemente maior energia e
possivelmente mais substratos disponiveis para oxidacdo no figado e maior producao de
glicose. Ademais, a concentracdo de 25-OH-Dj3 apresentou correlagdo positiva com a
concentracdo de glicose no plasma (r = 0,35; P = 0,036). Outra explicacdo para a maior
producdo de leite no grupo CA é o maior consumo de MS no pré-parto, resultando em maior
consumo de energia neste tratamento com alta correlacdo positiva (r = 0,98; P < 0,0001).
Gruber et al. (2013) observaram maior peso e producdo de leite (+ 4,1 kg/dia) em vacas

recebendo dietas com maior concentragdo de energia durante 18 dias até o parto.

Outra possivel explicacdo para o aumento da producéo de leite no tratamento calcidiol
no presente estudo é que existe relacdo positiva entre 0 25-OH-D3 e o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), e o IGF-1 e a glicose (Rodney et al., 2018b). O IGF-1 é um
horménio de crescimento e diferenciacdo celular, que estimula a proliferacdo celular na
glandula mamaria (McGrath et al., 1991). Contudo, os mecanismos dessa relacdo entre a 25-
OH-D3 e o IGF-1 sdo desconhecidos. Lee et al. (2007) demonstraram em estudo com ratos

haver uma regulacdo enddcrina do metabolismo energético.
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A osteocalcina produzida pelos osteoblastos maduros aumenta a proliferacdo de
células 3, a secrecdo de insulina e a sensibilidade dos tecidos a insulina (Lee et al., 2007)
criando um feedback negativo entre o metabolismo 0sseo e 0 energético. Rodney et al.
(2018b) demonstraram que existem fortes evidéncias dessa relacdo também em vacas leiteiras
e que essa interacdo parece promover prolongada resposta na producao de leite. Em sintese,
os resultados do presente estudo sugerem que a melhora do metabolismo mineral promoveu

reducdo dos AGNE e consequente melhora no metabolismo energético.

A fonte de vitamina D nédo influenciou 0 CMS, peso corporal e variacdo no peso e
ECC no pos-parto. Houve efeito da semana de lactacdo na energia secretada no leite e no
balanco energético. Isto, possivelmente, ocorreu devido a adaptacdo das vacas a nova dieta
pos-parto, que favorece a multiplicacdo de microrganismos utilizadores de CNF e crescimento
daqueles produtores de acido latico (Block, 2010), o que pode explicar a reducdo na
concentracdo de gordura até a segunda semana de lactacdo. Adicionalmente, as vacas no
inicio da lactacdo apresentaram menor CMS, impactando a ingestdo de energia observada nas
semanas iniciais de lactagdo. A auséncia de efeito da fonte de vitamina D no balango
energético pds-parto pode ser explicada pela semelhante ingestdo de MS, considerando que

todas as vacas receberam a mesma dieta de lactacéo no pds-parto.

O calcidiol aumentou a energia secretada no leite (+1,8 Mcal/dia), relacionado a maior
producdo de leite, ja que a composicdo do leite ndo foi influenciada pela fonte de vitamina D
na dieta e isso impactou o balanco de energia mais negativo no grupo calcidiol. Da mesma
forma, Martinez et al. (2018a) observaram aumento da energia secretada no leite de vacas que
receberam calcidiol suplementadas 21 dias antes do parto. O balango de energia ndo foi
influenciado pela suplementacdo com calcidiol, assim como ocorreu no pre-parto. Contudo,
Martinez et al. (2018a) observaram balango de energia mais negativo (—7,5 Mcal/dia) em

vacas recebendo calcidiol associada a uma dieta acidogénica (—126,6 mEg/kg de MS)



85

comparado com o presente estudo (2,3 Mcal/dia). Esse menor balan¢o de energia no presente
estudo se deve ao maior CMS (19,4 kg/dia), enquanto que Martinez et al. (2018a) observaram
consumo médio de 18 kg/dia e maior concentracdo de gordura no leite (4,77%), resultado

superior ao encontrado no presente estudo que foi de 3,59% no grupo calcidiol.

A variacdo de peso e o0 ECC ndo foram influenciados pela fonte de vitamina D.
Considerando a maior producao de leite do grupo calcidiol, esperava-se maior mobilizacao de
gordura corporal para compensar esse aumento. Contudo, a suplementacdo com calcidiol
diminuiu a mobilizacdo de gordura, mostrando que a suplementacdo com calcidiol melhorou

0s mecanismos homeorréticos adaptativos e foi capaz de diminuir o BEN.

A proliferacdo de células B, secrecdo de insulina e aumento da sensibilidade a insulina
por meio da osteocalcina descaboxilada promove a supressdo dos mecanismos de mobilizacéo
de reservas (Wolf, 2008). O calcitriol induz a sintese de osteocalcina nos osteoblastos (Wolf e
Phil, 1996). Como discutido anteriormente, o calcidiol apresenta meia vida maior que o
colecalciferol e estd diretamente relacionado com maior concentracéo de calcitriol circulante

(Rodney et al., 2018a).

CONCLUSOES
A suplementacdo de vacas leiteiras nos altimos 21 dias pré-parto com calcidiol
melhorou o metabolismo 6sseo e aumentou a excre¢do de Ca na urina, aumentou a produgédo
de colostro e a concentragdo de glicose no dia do parto melhorou a condi¢do energética,
diminuindo a mobilizagdo de gordura corporal e, consequentemente, reduzindo o balango
energeético negativo e aumentou a produgdo de leite, de leite corrigido para gordura e energia,
e a producdo dos constituintes do leite. Em resumo, a suplementacdo com calcidiol melhora o

metabolismo energético e o desempenho de vacas leiteiras no terco inicial de lactag&o.
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IMPLICACOES

Neste estudo, foi mostrado o potencial da utilizacdo de dieta acidogénica no pré-parto
associada com a suplementacdo com vitamina D ativa, apresentando grande potencial de
substituicdo do colecalciferol por calcidiol em dietas de vacas leiteiras na concentracdo de 3,0

mg/dia.

O NRC (2001) recomenda o uso de 0,5 mg de colecalciferol para uma vaca com 650
kg de peso vivo. Contudo, a com suplementacdo com colecalciferol parece ndo ser suficiente
para diminuir a incidéncia de hipocalcemia subclinica. Dessa forma, a utilizacdo de um
metabolito da vitamina D mais ativo e com maior meia vida tem potencial de apresentar
resultados satisfatorios na redugdo da hipocalcemia e outras doencas no pos-parto imediato,

além de aumentar o desempenho produtivo. E isto foi demonstrado no presente estudo.

A avaliacdo do Ca sanguineo feita em laboratorio quatro horas ap6s a coleta resultou
em maior variacdo em torno da média, o que prejudicou a analise estatistica, apesar da grande
diferenga entre os tratamentos. Em estudos futuros, realizar a avaliagdo de PTH

imediatamente apds a coleta devido a grande instabilidade deste metabolito.

A utilizacdo de hematologia global ndo permitiu a observacdo de efeitos de
tratamento. Portanto, nesse tipo de estudo, os animais devem ser desafiados com determinado
patégeno, como por exemplo, o E. coli causador da mastite para verificacdo mais especifica

da acdo do sistema imune no organismo em resposta a vitamina D.

Novos estudos devem ser realizados com o intuito de avaliar os efeitos especificos no
sistema imune, da suplementacdo com calcidiol no pré-parto, com a hip6tese de que o
calcidiol melhora a resposta imune do animal no pds-parto imediato. Em nosso estudo, essa
relacdo ndo pdde ser observada com clareza. Nesse contexto, estudos posteriores devem
avaliar os efeitos do calcidiol nos receptores da vitamina e nos transportadores de glicose,
para elucidar os efeitos do calcidiol no metabolismo energético da vaca leiteira no periodo de
transicao e explorar os possiveis beneficios do calcidiol por um maior periodo de tempo como
no tergo médio de lactagéo.



