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RESUMO

Vacas periparturientes apresentam altas demandas metabdlicas, taxas de inflamagdo e
consequentemente risco de desenvolver patologias. O célcio € um dos minerais com demanda
extenuante a esses animais, sendo baixas concentracdes calcicas responsaveis pelo acometimento do
sistema imune de vacas e seus respectivos bezerros. A enzima paraoxonase-1 também esta relacionada
com salde da vaca e de bezerros, ligada a estresse oxidativo e inflamagdo. Tendo em vista a
caracterizacdo das propriedades leiteiras brasileiras, sendo em sua maioria de rebanhos de baixa
producdo, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos maternos em vacas leiteiras de baixa producéo
que influenciam na imunidade do neonato. O estudo foi realizado com 16 vacas e sua respectiva prole,
que tiveram sangue coletado 24 horas ap0s o parto e a colostragem respectivamente. Foram feitas
analises séricas de calcio, magnésio, paraoxonase- 1 na vaca e no bezerro e proteinas plasmaticas
totais no bezerro. As vacas foram categorizadas por ordem de parto (primipara e multipara), calcemia
(hipocalcémica e normocalcémica), raca (holandesa e mestica) e ainda pelo sexo do bezerro. A
concentracdo mineral e raca ndo influenciaram nas concentragdes de paraoxonase-1 (P> 0,05) e as
proteinas plasmaticas totais ndo foram afetadas por nenhuma categorizacdo (P> 0,05). Bezerros
nascidos de vacas multiparas tiveram menores concentracfes de paraoxonase-1, indicando maior
estresse oxidativo e inflamacéo, assim como bezerros machos, que apresentaram reducao significativa
nas concentragdes de paraoxonase-1 quando comparados a fémeas (P<0,05).

Palavras-chave: Bezerro, Célcio, Imunidade, Pos-parto.

ABSTRACT

Periparturient cows have high metabolic demands, inflammation rates and, consequently, risk of
developing disease. Calcium is one of the minerals with high demands for these animals, with low
calcium concentrations responsible for impairment of the immune system of cows and their calves.
The enzyme paraoxonase-1 is also related to cow and calf health, linked to oxidative stress and
inflammation. Considering the characteristics of Brazilian dairy farms, mostly composed of low
production herds, the aim of this study was to evaluate the maternal factors of low production dairy
cows that influence the neonate immunity. The study was conducted with 16 dairy cows and their
respective calves, which had blood collected 24 hours after calving and colostrum supply,
respectively. Serum analyzes of calcium, magnesium and paraoxonase was conducted in the cow and
calf and total plasma proteins conducted only in the calf. The cows were categorized by calving order
(primiparous and multiparous), calcium concentrations (hypocalcemic and normocalcemic), breed
(Holstein and crossbreed) and also by sex of the calf. Mineral concentration and breed were not
relevant for paraoxonase-1 concentrations (P>0.05) and total plasma proteins were not affected by
any categorization (P>0.05). Calves born from multiparous cows had lower concentrations of
paraoxonase-1, indicating greater oxidative stress and inflammation, as well as male calves, which
showed a significant reduction in paraoxonase-1 concentrations when compared to females (P<0.05).
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1 INTRODUCAO

Vacas leiteiras sdo desafiadas metabolicamente constantemente e possuem habilidade de
mobilizar nutrientes essenciais para o0 a producdo leiteira. No periodo de p6s-parto, as exigéncias
minerais sdo extenuantes, destacando-se as concentracfes séricas de calcio como mais afetadas, ja
que a sintese e secre¢do do colostro demanda concentragdes de célcio de 7 a 10 vezes maiores que as
presentes no sangue (HORST et al., 2005) e a reducdo das concentracBes séricas desse mineral esta
associada a patologias (MARTINEZ et al., 2012).

O papel do célcio e do magnésio se estende a implicagdes enddcrinas e de fungdo imune e
déficits desses sistemas em vacas periparturientes sdo um dos fatores que contribuem para ocorréncia
de doencas nesses animais (WILKENS et al., 2020). Além disso, a concentracao sérica de calcio da
vaca influencia na saude do bezerro, sendo bezerros nascidos de vacas hipocalcémicas mais
predispostos a desenvolver diarreia quando comparados a bezerros nascidos de vacas
normocalcémicas (WILHELM et al., 2017).

Outro marcador que vem sendo estudado, relacionado a enfermidades, processos imunes e
inflamatorios é a paraoxonase-1 (PON-1) (KOVACIC et al,, 2019). Durante uma resposta
inflamatoria, espécies reativas a oxigénio podem ultrapassar a capacidade de sistemas antioxidantes
e comprometer a fungdo imune de vacas (TURK et al., 2012). A PON-1 é uma enzima antioxidante e
anti-inflamatoria (MACKNESS et al. 1996), encontrando-se reduzida em resposta a condi¢cdes
inflamatorias, como mastite (KOVACIC et al., 2019) e alto desafio metabolico, também relacionada
a menor producao leiteira, quando em baixas concentracdes (BIONAZ et al., 2007). Além disso a
PON-1 pode ser utilizada como diagnostico de inflamacao em bezerros neonatos (GIORDANO et al.,
2013), juntamente com as proteinas plasmaticas totais (PPT) para andlise da transferéncia de
imunidade (SILPER et al., 2012).

Todas as alteracGes enfatizadas nos estudos sao de rebanhos de alta producéo, com animais
expostos a altos desafios metabdlicos. A realidade de muitas propriedades brasileiras, contudo, é
contraria a produc6es altamente tecnificadas. Embora o Brasil seja destaque na producdo mundial de
leite, a produtividade do rebanho é pequena, com producéo de 1.381 litros por vaca ordenhada ao ano
(ANUALPEC, 2016). Sendo assim, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos maternos em vacas

leiteiras de baixa producdo que influenciam na imunidade do neonato.
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2 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado na fazenda escola do Instituto Federal Catarinense — Campus Araquari
(48°43'20") na unidade de ensino e aprendizagem gado leiteiro e aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) de protocolo niimero 182/2016.

O rebanho leiteiro possuia 35 vacas, em média 15 em lactacdo. Os partos da propriedade foram
monitorados durante um periodo de um ano. Nesse periodo 16 partos ocorreram, sendo 12 vacas da
raca Holandés e 4 mesticas (50% Jersey x 50% Holandés), e seus respectivos bezerros recém-nascidos
(9 machos e 7 fémeas). Cinco das vacas eram primiparas e 11 multiparas. Todos os animais eram
mantidos em sistema semi-extensivo, recebendo a mesma dieta a base de braquidria como pastagem
pré-parto e 3 kg de raciio especifica para a categoria (12% de proteina bruta, Maxxi Milk Pré-Parto®).
O rebanho produzia em média 14 kg/dia/vaca de leite. As vacas eram monitoradas 24 horas por dia,
com horario de parto anotado. O manejo de ordenha pds-parto e separagao do bezerro era realizado
logo apo6s a visualizagdo do parto, porém caso algum animal parisse apds as 19:00 horas os manejos
eram realizados as 8:00 horas da manha.

Vinte e quatro horas pos-parto foram realizadas as coletas de sangue para amostras soroldgicas
das vacas. Nos bezerros as amostras foram coletadas 24 horas ap6s a colostragem para obtengao de
soro e plasma. O sangue foi coletado por puncao da veia jugular com agulha 1,2x40 mm, acoplado
em seringa e adicionado em tubo de coleta de 10 ml, com e sem o uso de anticoagulante. As amostras
foram centrifugadas por 15 minutos a 1800 g para obtengao do soro e plasma em seguida depositado
em tubos tipo eppendorf®. Os soros foram armazenados a -20° C para posteriores andlises
bioquimicas. Foram mensuradas as concentragdes séricas dos minerais calcio e magnésio por métodos
colorimétricos usando kits comerciais (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, SP, Brasil) em analisador
bioquimico semi-automatico (TEKNA, T-3000). A atividade de PON-1 sérica foi quantificada em
todos os animais, através da taxa de formacgao de fenol, caracterizado pelo modo de reagdo cinética
(BROWNE et al., 2007). No plasma dos bezerros foi feita a mensuracdo do PPT dos bezerros por
refratometria Optica, através do refratdmetro portatil (RTP-12, Instruterm).

Para estimar os parametros que influenciaram nas concentra¢des de paraoxonase-1 foram
realizadas analises estatisticas utilizando o programa SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
Foram realizadas analises de variancia utilizando o método de Tukey para comparagdo entre médias.
No modelo estatistico os animais foram categorizados da seguinte forma: Vacas em Normo e
hipocalcemicas (subclinica, abaixo de 8mg/dl de Ca sérico) (POTTER et al., 2010), Primiparas ou
multiparas, Holandés ou mestica. Os bezerros foram categorizados a partir do sexo, machos ou

fémeas. Os valores de P<0,05 foram considerados significantes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo apresentados na forma de média + erro padrdo da média (EPM). O horéario
médio de paricdo foram as 6:43 horas, e cinco animais pariram durante a madrugada, sendo
ordenhados na ordenha seguinte (8:00 horas). Oito vacas foram consideradas hipocalcémicas, sendo
apenas uma primipara. Os animais ndo foram categorizados pelas concentragcdes de magnésio, pois
nenhuma vaca apresentou baixa concentragdo do mineral. O sexo do bezerro influenciou na atividade
de paraoxonase-1 (P<0,05), sendo as fémeas com maior atividade (15,24 U/mL) quando comparadas
aos machos (4,09 U/mL). Os demais dados mensurados de acordo com a categorizagdao estao

demonstrados na tabela 1.

Tabela 1. Marcadores bioquimicos da vaca e do bezerro 24 h ap6s o parto/colostragem categorizados pela calcemia, raca
e categoria da mée:

Variavel Calcemia Pr>F
Hipocalcémicas Normocalcémica
Ca Vaca (mg/dl) 7,47+0,228 8,57+0,25° 0,04
Ca Bezerro (mg/dl) 9,69+0,36 9,57+0,36 0,53
Mg Vaca (mg/dl) 2,37+0,152 2,86+0,12° 0,04
Mg Bezerro (mg/dl) 2,70+0,18 2,81+0,23 0,75
PONI1 Vaca (U/mL) 56,87+10,74 67,01+2,98 0,57
PONI1 Bezerro (U/mL) 12,51+3,83 8,69+4,13 0,20
PPT Bezerro g/dl 5,97+0,13 5,98+0,12 0,85
Raca
Holandés Mestico ProF
Ca Vaca (mg/dl) 8,3510,25 7,57+0,36 0,50
Ca Bezerro (mg/dl) 9,52+0,34 9,86+0,29 0,80
Mg Vaca (mg/dl) 2,62+0,12 2,74+0,25 0,35
Mg Bezerro (mg/dl) 3,05+0,19 2,44+0,15 0,16
PON1 Vaca (U/mL) 63,1246,06 62,19+7,77 0,91
PON1 Bezerro (U/mL) 9,44+3,16 12,39+6,23 0,37
PPT Bezerro g/dl 5,96+0,10 6,00+0,18 0,71
Categoria

Primipara Multipara ProF

Ca Vaca (mg/dl) 8,10+0,16 8,12+0,30 0,61
Ca Bezerro (mg/dl) 10,1740,19 9,38+0,33 0,25
Mg Vaca (mg/dl) 2,90+0,24 2,5610,11 0,96
Mg Bezerro (mg/dl) 2,52+0,25 2,98+0,16 0,80
PONI1 Vaca (U/mL) 69,09+4,06 60,2316,43 0,70
PONI1 Bezerro (U/mL) 18,60+7,492 6,62+1,62° 0,05
PPT Bezerro g/dl 5,92+0,18 6,00+0,09 0,70

A hipocalcemia subclinica encontrada, pode ser explicada devido a maior demanda de célcio

nesse periodo, advinda da producdo leiteira. Essa patologia é a desordem de macrominerais mais
importante na vaca leiteira (OETZEL, 2011; GOFF, 2014; MARTINEZ et al., 2014). Os valores de
calcio encontrados nao afetaram as concentracdes de PON-1 ou das PPT do bezerro, podendo ser

explicado pela baixa producéo do rebanho, o que pode ocasionar menores desafios metabdlicos. Outro
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estudo que demonstrou relacdo entre hipocalcemia e redugdo nas concentragdes de PON-1 no p6s
parto, era em vacas de alta producdo, ocasionando maior suscetibilidade a doengas nesse periodo
(FENJO et al., 2017). Ainda, estudos recentes observaram relagio entre cetose e a atividade da PON-
1, encontrando-se reduzida em animais com altos niveis de corpos cetdnicos (CAO et al., 2017),
influenciando na eficéacia do sistema imune desses animais, sendo observado maiores concentracdes
de corpos cetbnicos do pré-parto até a segunda semana de lactacdo (FREITAS et al., 2020).

A hipocalcemia teve relacdo com as menores concentracbes de magnésio na vaca, ja que o
magnésio tem papel importante na manutencdo do equilibrio do célcio durante o periodo do parto, de
modo que 0 aumento da ingestdo de magnésio ajuda a prevenir a hipocalcemia (MCELVEEN et al.,
1986). Vacas com valores reduzidos de magnésio apresentam reducéo na secrecao e sensibilidade de
paratormonio, reduzindo a sintese de 1-25-dihidroxicolecalciferol, afetando assim a absorcdo de
calcio (LITTLEDIKE etal., 1983; RUDE, 1998).

No bezerro, o indicador de imunidade mais difundido para a eficiéncia da colostragem ¢ a
mensuragdo das proteinas plasmaticas totais (PPT) (MACFARLANE et al., 2014, VILLARROEL et
al., 2014). Tendo em vista as caracteristicas placentarias dos bovinos, epitélio-corial, os anticorpos
dos bezerros sdo advindos unicamente do colostro, j& que ndo ha circulagdo de imunoglobulinas
transplacentaria (SILPER et al., 2012). O valor dentro dos limites fisiologicos das PPT no presente
estudo, foi possivel devido aos cuidados no manejo dos bezerros, sendo oferecido o colostro logo
apds o nascimento, tendo em vista que a capacidade de absorcao intestinal de anticorpos decresce
apds as primeiras horas de vida (OETZEL, 2015), além disso, as caracteristicas da propriedade,
possuindo um rebanho de baixa produgao, influenciou para um menor desafio imunolégico.

A paraoxonase-1 teve maiores atividades nos bezerros oriundos das vacas primiparas,
indicando melhor eficiéncia do sistema imune, ja que a maior atividade dessa enzima aumenta a
resisténcia de macrofagos a estimulos pré-inflamatorios e a apoptose, possuindo impacto em suas
caracteristicas funcionais (AHARONI et al., 2013). A PON-1 possui efeito antioxidante baseado na
hidrolise de hidroperoxidos lipidicos gerados em lipoproteinas de baixa densidade durante eventos de
estresse (INGVARTSEN et al, 2003), extensamente estudada na medicina humana, especialmente em
relacdo a doencas caracterizadas com elevado estresse oxidativo, como doencas coronérias e dano
hepatico (MACKNESS & MACKNESS, 2011). Essa enzima pode ser relacionada com parametros
lipidicos no pds-parto recente de vacas, sendo diminuida nesse periodo (SHAGHAYEGH et al.,
2010). Além disso a paraoxonase é reduzida mediante um estimulo inflamatorio e por isso pode
indicar contaminacdo bacteriana (CAMPOS et al., 2017). O desafio de vacas com LPS leva a uma
diminuicdo severa da atividade desta enzima em apenas 6 horas ap6s o contato com LPS (CAMPOS

et al., 2017). Ainda, essa enzima mostra-se diminuida apés o parto (TURK et al., 2016). Essa
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diminuicdo pode ser atribuida as condi¢des inflamatdrias do periodo, que ocasiona a producdo de
espécies reativas a oxigénio, produzidas por fagocitos e necessarias para acdo contra agentes
patogénicos (THANNICKAL and FANBURG, 2000). A quantidade elevada de espécies reativas a
oxigénio podem exceder a capacidade de sistemas antioxidantes e comprometer a fungdo imune
(SORDILLO and AITKEN, 2009), aumentando a incidéncia de doencas reprodutivas e produtivas na
lactacdo (TURK et al., 2016). Diversos estudos reportaram maiores disfungdes imunes em vacas
multiparas quando comparadas a primiparas (GILBERT et al., 1993; MEH-RZAD et al., 2002). VVacas
multiparas possuem menores atividades de células do sistema imune e por isso, maiores incidéncias
de doencas. Além disso possuem balango energético negativo mais pronunciado, justificado em partes
pela maior producéo leiteira desse categoria (MEHRZAD et al., 2002; COFFEY et al.,2004), o que
pode influenciar no estresse oxidativo, ja que durante periodos de balangco energético negativo ha
excesso de radicais reativos a oxigénio, que causam reducéo da atividade da PON-1 (MILLER et al.,
1993; KORKMAZ et al., 2013). Contudo, o presente estudo ndo encontrou diferencas significativas
entre as categorias primiparas e multiparas, podendo ser explicado pela baixa producao do rebanho.
A reducdo da PON-1 em bezerros nascidos de vacas multiparas pode ser explicada devido a maior
suscetibilidade de bezerros ao estresse oxidativo quando comparados a vacas adultas (INANAMI et
al., 1999). A PON-1 pode ser util no diagndstico de inflamacdo em bezerros neonatos (GIORDANO
et al., 2013), auxiliando na prevencéo de futuras doencas (KELLEY etal., 1994, SILPER et al., 2012).

Considerando que quanto maior o tamanho do feto, mais energia a vaca gasta para manté-lo e
consequentemente maior o seu desafio metabolico, os resultados diminuidos acerca da PON-1 em
bezerros machos no presente estudo podem indicar maior estresse oxidativo e contaminacgédo
bacteriana. Além disso, vacas com bezerros machos possuem maiores indices de distocia e
endometrite (OLIVERIA et al., 2007). A atividade da paraoxonase-1 € menor em vacas com metrite
no pos-parto recente (SHAGHAYEGH et al., 2010). A atividade de PON-1 é significativamente
menor em bezerros doentes e a menor atividade da enzima pode ser atribuida a imaturidade hepatica
ou a diferencas no metabolismo lipidico.

As diferentes categorias analisadas nao tiveram efeito nas concentragdes minerais e proteinas
plasmaticas totais dos bezerros. A concentracdo mineral e a raca da vaca nao influenciaram nas
concentracdes de PON-1 do bezerro, porém a ordem de parto e o sexo do bezerro influenciaram. Neste
estudo a PON-1 foi mais sensivel como marcador de imunidade, sugerindo que mesmo em rebanhos
de baixa producdo, o desafio metabdlico do pds-parto ocasiona estresse oxidativo, impactando na
imunidade dos bezerros. Sendo assim, a partir dos nossos achados, concluimos que em rebanho de
baixa producao, os bezerros nascidos de multiparas e do sexo masculino tem menor atividade da PON-

1, possuindo efeito deletério em sua imunidade.
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