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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Zootecnia
Universidade do Estado de Santa Catarina

NIVEIS SERICOS E SUPLEMENTACAO DE CALCIO NO
MOMENTO DO PARTO SOBRE A QUALIDADE UTERINA EM

VACAS DE LEITE
AUTOR: CLERIO ANTONIO HOEFLE
ORIENTADOR: ROGERIO FERREIRA

Chapecd, 23 de fevereiro de 2018

Objetivo deste estudo foi relacionar o efeito dos niveis plasmaticos de célcio logo apds
0 parto e o efeito da suplementacdo com formiato de célcio por via oral sobre a
incidéncia de endometrite subclinica. O estudo foi conduzido em duas fases utilizando
73 vacas multiparas e primiparas das racas jersey e holandés. No primeiro experimento
foi relacionado o nivel de célcio nas primeiras 24 horas apds o parto com a porcentagem
de neutrofilos e incidéncia de endometrite subclinica. A porcentagem de neutrofilos foi
afetada pela concentracdo de célcio nas primeiras 24 horas do pos-parto (P=0,01). O
segundo experimento foi conduzido para avaliar o efeito da suplementacdo com
formiato de célcio em animais com diferentes niveis plasmaticos de célcio sobre a
incidéncia de endometrite subclinica. Os animais foram classificados de acordo com a
concentracdo de célcio (acima ou abaixo de 8,5mg/dL) e foram aleatoriamente
distribuidos para receber (Grupo Tratado) ou nao (Grupo Controle) célcio oral na forma
de formiato de calcio em 6 e 30 horas apés o parto. As coletas de material para
determinacdo de endometrite subclinica foram realizadas de 34 a 40 dias ap0s o parto
pelo método Citobruch. O tratamento com formiato de célcio reduziu a contagem de
neutréfilos apenas em vacas normocalcémicas (P<0,05). Além disso, o tratamento com
formiato de célcio diminuiu a frequéncia de animais com endometrite subclinica entre
os dias 34 e 40 pds-parto (P<0,05). Pelo teste de ROC (Receiver operating
characteristic) obtivemos o valor minimo de 8mg/dL de célcio sérico para reduzir a
probabilidade do animal desenvolver endometrite subclinica. Cada aumento de 1mg/dL
de célcio no sangue reduz a probabilidade de 27% de desenvolver endometrite. Com
base nos achados do estudo podemos concluir que a suplementacdo de duas doses de
formiato de célcio em 6 e 30 horas pds-parto reduz a incidéncia de endometrite
subclinica em vacas normocalcémicas. O valor minimo de célcio nas primeiras horas
apos o parto é de 8mg/dl de sangue para prevencdo de endometrite subclinica.

Palavras chaves: Endometrite subclinica, Formiato de calcio, Neutrofilos.



ABSTRACT
Master's Dissertation
Programa de Pds-Graduagdo em Zootecnia
Universidade do Estado de Santa Catarina

SERUM LEVELS AND CALCIUM SUPPLEMENTATION AT THE

TIME OF DELIVERY ON UTERINE QUALITY IN DAIRY COWS
AUTHOR: CLERIO ANTONIO HOEFLE
ADVISER: ROGERIO FERREIRA
Chapeco, february 23, 2017

The objective of this study was to relate the effect of postpartum calcium levels and the
effect of formate calcium oral supplementation on the incidence of subclinical
endometritis. The study was carried on in two stages using 73 multiparous and
primiparous cows from Jersey and Holstein breeds. In the first experiment the calcium
level at 24 hours after calving was correlated with the percentage of neutrophils and the
incidence of subclinical endometritis. The percentage of neutrophils was affected by
calcium concentration in the first 24 hours postpartum (P = 0.01). The second
experiment was carried to evaluate the effect of calcium formate supplementation in
animals with different plasma levels of calcium on the incidence of subclinical
endometritis. The animals were classified according to calcium concentration (above or
below 8.5mg / dL) and were randomly assigned to receive (Treated group) or not
(Control group) oral calcium supplementation in the form of calcium formate at 6 and
30 hours after delivery. The cytology for determination of subclinical endometritis were
performed 34 to 40 days after delivery by Citobruch method. Calcium formate treatment
reduced neutrophil counts only in normocalcemic cows (P <0.05). In addition, calcium
formate treatment decreased the frequency of animals with subclinical endometritis
between days 34 and 40 postpartum (P <0.05). By the ROC (Receiver operating
characteristic) test it was obtained the minimum value of 8mg / dL of serum calcium to
reduce the probability of cow to acquire subclinical endometritis. Each 1mg / dL
increase of calcium in blood reduces the probability of endometritis by 27%. Based on
the findings of the study we can conclude that the supplementation of two doses of
calcium formate at 6 and 30 hours postpartum reduces the incidence of subclinical
endometritis in normocalcemic cows. The minimum calcium value in the first hours
after delivery is 8mg / dl of blood for the prevention of subclinical endometritis.

Key words: Subclinical Endometritis, Calcium Formate, Calcium Supplementation.
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1 CAPITULO

REVISAO DE LITERATURA

1.1 PERIODO DE TRANSICAO

O periodo de transigdo € definido como sendo as trés ultimas semanas antes do
parto e trés primeiras semanas ap0s o parto. Esse periodo € marcado por variacoes
hormonais e metabdlicas que facilitam e promovem o parto (LOISELLE et al.,2009;
CROOKENDEN et al., 2017). Porém, h&d uma maior prevaléncia de doencas de origem
metabdlica nos primeiros 30 dias pos-parto (CHAPINAL, 2012; CROOKENDEN et al.,
2017). Segundo Leblanc (2010), em torno de 30 a 50 % das vacas leiteiras sdo afetadas
por doencas metabdlicas ou infecciosas logo apds o parto. Varios estudos
epidemiolégicos mostram que as doencas metabdlicas causam grandes perdas
financeiras, como perda na producdo de leite, aumento nos custos com tratamentos e
diminuicdo do desempenho reprodutivo (SUTHAR et al., 2013). Nesse periodo as
demandas energéticas da fémea bovina sdo maiores que 0 consumo voluntario
(LOISELLE et al.,, 2009; CHAPINAL, 2012). Além disso, nessa fase o animal esta
exposto a sindrome da resisténcia a insulina, diminui¢do de consumo de alimento,
retencdo de placenta, doencas metabdlicas (ex: hipocalcemia e cetose) e diminuicdo da
resposta do sistema imune (LEBLANC, 2010).

Os disturbios metabdlicos relacionados ao metabolismo da gordura, séo
presenciados principalmente em vacas que tém um grande acimulo de gordura corporal,
no periodo seco. (BUSATO et al., 2002). As reservas corporais sao mobilizadas na
forma de acidos graxos ndo esterificados (NEFAS), como fonte de energia para o inicio
da lactacdo (CHAPINAL, 2012). Uma forma de prevenir o distarbio no metabolismo da
gordura, além de ter uma boa alimentacéo, é trabalhar com escala de condigao corporal
ao parto. Roche et al. (2009) consideram como ideal um escore condicdo corporal ao
parto de 3,0 a 3,25 (escala de 1 a 5), para que esses animais tenham o maximo de
producéo de leite, bom desempenho reprodutivo e salde.

Além da alteracdo do metabolismo da gordura, o periodo de transicdo é
marcado, principalmente, pela diminui¢cdo nas concentracGes de calcio e fosforo no
sangue, pois ha o aumento de suas concentracdes no colostro (BUSATO et al., 2002;

LOISELLE et al., 2009). Esta diminuicdo de célcio tem como aspecto negativo a



supressdo da funcdo de neutrofilos (CROOKENDEN et al., 2017). Quando o animal ndo
conseguir alterar seu metabolismo para enfrentar essas mudancas metabolicas, tem
como consequéncia a baixa producéo de leite e assim ficando susceptivel aos distdrbios
metabolicos (CHAPINAL, 2012). Desta forma o periodo de transicdo € uma fase muito
importante e deve-se proporcionar ao animal uma boa alimentacdo para que possa
enfrentar esse periodo e ter uma boa resposta imunoldgica (CROOKENDEN et al.,
2017).

Quando o animal ndo conseguir alterar seu metabolismo para enfrentar as
mudancgas metabolicas, tem como consequéncia a baixa producdo de leite e assim
ficando susceptivel aos distdrbios metabdlicos (CHAPINAL, 2012).

1.2 CETOSE

A cetose ¢ uma alteragdo oriunda da formagdo de corpos cetonicos, como [-
hidroxibutirato (BHBA), acetoacetato e acetona. Estes compostos sdo formados a partir
do metabolismo da gordura, e se encontram amplamente distribuidos no sangue, leite e
urina (CORREIA et al., 2010). A cetose subclinica é definida como um aumento de
corpos cetdbnicos sem a presenca de sinais clinicos. J& a cetose clinica se da pelo
aumento da circulacdo de corpos cetdnicos no sangue acompanhado de sinais clinicos
(RABOISSON et al., 2014). Nos casos de cetose subclinica, a concentragdo de BHBA
varia de 1,2 a 1,4mmol/L. A prevaléncia da cetose varia de 6,9 a 43% nos primeiros 2
meses de lactacdo (SUTHAR et al., 2013).

A condicdo corporal elevada, gestacdes mais longas e maior producdo de
colostro sdo fatores importantes que influenciam a ocorréncia de cetose clinica e
subclinica em vacas na segunda semana pds-parto. Além disso, a época de partos,
periodo de lactacdo prolongado e um periodo seco longo contribuem também para o
desenvolvimento de cetose (VANHOLDER et al.,, 2015). A producdo de corpos
cetbnicos é normal no inicio da lactacdo, pois agem como fontes alternativas de energia
e uma adaptacdo ao balango energético negativo. Porém, a producdo excessiva se torna
prejudicial ao animal, principalmente, em relacdo a funcdo imunolégica de seu
organismo (MCART et al., 2015). O balanco energetico negativo severo no periodo de
periparto aumenta o risco para doengas pds-parto tais como retencéo de placenta, febre
do leite, metrite, mastite, cetose clinica e deslocamento de abomaso (LEBLANC, 2010;
RABOISSON et al., 2014; VANHOLDER et al., 2015).
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A cetose subclinica na segunda semana ap0s o parto pré-dispde as doengas
metabdlicas e clinicas, como por exemplo, aumenta o risco em 3 a 8 vezes da ocorréncia
de deslocamento de abomaso, quando for na primeira semana, em 3 vezes de metrite, e
em 4 a 6 vezes o risco de cetose clinica. Ainda, eleva a probabilidade de desenvolver
endometrite subclinica na quarta semana, aumenta a severidade da mastite, mas nao o
namero de casos, e reduz em 1,9kg a producéo de leite (LEBLANC, 2010). Vacas que
apresentam 2,4mmol de BHBA na primeira semana p6s-parto tém 3 vezes mais chance
de ter um deslocamento de abomaso e tém uma perda de 180kg na sua producéo de leite
nos primeiros 30 dias, e consequentemente, podem desenvolver uma cetose clinica mais
grave (MCART et al., 2012).

Mcart et al. (2015) estimaram o custo médio por caso de cetose em 289 dolares,
devido aos gastos com tratamento, metrite e casos de deslocamento de abomaso. As
perdas financeiras em primiparas foram 50% maiores do que em multiparas, devido aos
maiores custos associados as perdas de animais, diminui¢do da producéo, abate precoce
e perdas reprodutivas.

Segundo Mcart et al. (2012), vacas que desenvolveram cetose subclinica na
primeira semana pds-parto foram mais propensas a ter deslocamento de abomaso ou
sofrerem descarte nos primeiros 30 dias pds-parto, tiveram menor concepgdo por
servico e produziram menos leite. Além disso, 0s mesmos autores estimaram que o dia
em que ha maior probabilidade dos animais apresentarem cetose subclinica é o 5° dia de

lactacdo.

1.3 CALCIO E HIPOCALCEMIA

O célcio tem uma grande importancia no organismo animal, pois ele esta
envolvido em processos fisioldgicos, que incluem a formacgdo éssea, contracao
muscular, transmissdo do sinal nervoso, coagulacdo do sangue e como segundo
mensageiro que regula as acGes de muitos horménios e fatores de crescimento (HORST;
GOFF; REINHARDT1, 2005).

A producéo de colostro aumenta em 7 a 10 vezes a demanda de célcio (HORST;
GOFF; REINHARDT1, 2005), desta forma, explica porque a vaca leiteira possui
maiores desafios em manter a homeostase do calcio em relacdo a outros mamiferos. A
incapacidade de restabelecer as concentracdes de célcio pela absorcéo intestinal e de
liberar célcio dsseo explicam a alta prevaléncia de hipocalcemia subclinica

(REINHARDT et al., 2011). A ocorréncia de hipocalcemia clinica esta relacionada com
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a paridade, sendo que a prevaléncia varia de 1,4% na segunda, 5,7 % na terceira e
16,1% na quarta lactacdo. A hipocalcemia subclinica atinge 47,6 % das vacas
multiparas (VENJAKOB et al., 2017).

A hipocalcemia, logo apds o parto, € comum em vacas leiteiras e isso faz com
tenham um risco aumentado de doencas metabolicas e infecciosas (GOFF, 2008;
REINHARDT et al., 2011; MARTINEZ et al., 2016; NEVES et al., 2017; VENJAKOB
et al., 2017), podendo ser em casos graves fatal (VENJAKOB et al., 2017). Podemos
definir a hipocalcemia quando os valores de célcio estdo abaixo de 8,59 mg/dL de
sangue em pelo menos um dia nos primeiros trés dias apos o parto (MARTINEZ et al.,
2012). O metabolismo energético e a fungdo do sistema imune séo regulados pelo nivel
de célcio na circulagdo (MARTINEZ et al, 2014). VVacas com hipocalcemia apresentam
maior prevaléncia de metrite, uma vez que a funcdo dos neutréfilos estdo reduzidas
(MARTINEZ et al., 2012). A reducdo do nivel de calcio provoca maior mobilizacdo de
gordura corporal no inicio da lactacdo e também faz com que tenha uma reducdo na
motilidade ruminal e abomasal, e assim, hd o aumento do risco de deslocamento de
abomaso (GOFF, 2008). Desta forma, vacas com hipocalcemia subclinica tém valores
aumentados nas concentraces de NEFA e BHBA nos primeiros 12 dias ap6s o parto,
em relagdo a vacas normocalcémicas (MARTINEZ et al., 2012).

Quando se tem a reducdo de célcio no sangue, o paratorménio (PTH) é
estimulado para fazer a mobilizacdo de célcio 6sseo e também a reabsorcdo renal de
calcio. A absorcdo intestinal de calcio € estimulada pela 1,25-diidroxicolecalciferol
(GOFF, 2008). A regulacdo do nivel de calcio pelo PTH € influenciada pelo pH da
dieta. Animais que recebem dietas alcalinas, com maior quantidade de potassio por
exemplo, tém o pH do sangue mais alcalino o que interfere na acdo do PTH nos 0ssos e
rins e inibe a producdo de 1,25 dihidrocalciferol (GOFF, 2008; MARTIN-TERESO &
VERSTEGEN, 2011).

1.4 ENDOMETRITES

Antes do parto, o limen uterino é estéril e se ocorrer uma invasdo bacteriana, é
geralmente por causa de reabsor¢do fetal ou aborto; ou por ocasido do parto. Apos o
parto, a placenta deve ser expulsa em algumas horas. O Utero faz contragfes rapidas
durante a primeira semana pés-parto os l6quios sdo liberados contendo restos fetais,
membranas e fluidos. Da segunda a quarta semana pés-parto, todo tecido endometrial

danificado se regenera, ha a ocorréncia de uma onda de foliculos ovarianos, e a vaca
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deve ovular o primeiro foliculo dominante pos-parto e formar um corpo lateo para
recomecar os ciclos ovarianos. A partir da sexta semana apds o parto, o trato genital
deve ter pouca evidéncia da gestacdo anterior e ser capaz de suportar a préxima
(SHELDON et al., 2008, SHELDON et al., 2009). No entanto, hd comumente nesta
fase, infeccOes uterinas, associadas a Escherichia coli, Arcanobacterium pyogenes,
Fusobacterium necrophorum e Prevotella. Essas bactérias agem de forma sinérgica para
aumentar a probabilidade de doenca uterina e aumentar o risco de endometrite clinica
(SHELDON et al., 2008).

Entre as varias causas de infertilidade de bovinos podemos destacar as infecgdes
uterinas, que podem ser clinicas ou subclinicas. Essas infeccbes se desenvolvem logo
apos o parto onde o lumen uterino esta contaminado por bactérias rompendo a funcéo
imune local (SHELDON et al.,, 2006; AZAWI., 2008; SHELDON et al., 2008;
SHELDON., 2009) Desta forma, para termos uma boa fertilidade devemos ter um
ambiente uterino saudavel e eficiéncia na detecgdo de estro (KAUFMANN et al., 2009).
A endometrite subclinica foi definida como a presenca de polimorfonucleares (PMN) no
endométrio quando realizada a citologia endometrial pela técnica de Citobrush
(KASIMANICKAM et al., 2004; SHELDON et al., 2009). A avaliacdo da mucosa
bovina pode ser feita por citologia cerca de 20 a 60 dias p6s-parto (DEGUILLAUME et
al., 2012). Kasimanickam et al. (2004) classificam como endometrite subclinica a
presenca de mais de 18% de neutrofilos na citologia uterina em amostras colidas 20 a 33
dias pos-parto ou mais de 10% de neutrdfilos aos 34 a 47 dias p6s-parto. A endometrite
clinica é caracterizada pela presenca de descarga purulenta com mais de 50% de pus em
21 dias ou mais depois do parto (SHELDON et al., 2008; SHELDON et al., 2009;
DUBUC et al., 2011).

Durante a infeccdo uterina os neutréfilos sdo os principais fagdcitos envolvidos
na propagacdo da resposta inflamatéria e eliminacdo da contaminacdo bacteriana.
(SHELDON et al., 2009; LEBLANC, 2014). Desta forma, a imunidade do animal tem
um papel importante no controle das infeccdes para o equilibrio da contaminacao
bacteriana e a resposta do sistema imune. Estes mecanismos estdo ligados no
metabolismo animal, nutricdo e gestdo de terapias direcionadas a prevencao
(LEBLANC, 2014).

O balanco energeético negativo (BEN) contribui para uma disfun¢do imunolégica
uterina e 0 metabolismo da gordura tem um importante papel no controle de doengas
uterinas (DUBUC et al., 2010; LEBLANC et al., 2012; LEBLANC et al., 2014). A
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liberacdo de acidos graxos ndo esterificados tem efeitos diretos sobre o figado e a
fungdo imune, mas também produz fatores inflamatdrios e citocinas pro-inflamatorias (
fator de necrose tumoral o e interleucina-6), que contribuem para a inflamagé&o sistémica
e para a resisténcia a insulina. Portanto, a doenca inflamatéria do trato reprodutivo pode
ser em funcéo de estimulos inflamatorios locais e sistémicos de regulacdo, bem como
regulacdo do metabolismo da gordura (LEBLANC, 2014). Os fatores de risco para o
desenvolvimento da endometrite subclinica sdo a cetose, metrite aguda, partos
distocicos e elevada producdo de leite. Além disso, vacas primiparas com maior
producdo de leite sdo mais susceptiveis do que multiparas. Porém, multiparas com
endometrite subclinica aumentam o intervalo do parto a concepcdo em relacdo as
primiparas (LEBLANC, 2008; CHEONG et al., 2011). Além de endometrite subclinica,
podemos observar alguns casos de endocervicite, que é pouco investigada, porém
também traz prejuizos em relacdo aos primeiros servicos (DEGUILLAUME et al.,
2012).

Segundo Leblanc (2012), a incidéncia de metrite é de 10 a 20%, cervicite 15 a
40% e vacas com endometrite subclinica de 10 a 30% em até 2 meses pds-parto. Essas
condicdes clinicas podem estar associadas ou isoladamente. Pelo menos 35 a 50% das
vacas apresentam uma destas formas de inflamacao no trato genital entre 3 e 7 semanas
pos-parto.

A cura espontanea nos dois tipos de endometrites pode ser no periodo de 5 a 8
semanas apos o parto, porém tem efeitos negativos para o animal, quando considerado a
qualidade do utero (DUBUC et al., 2011). A endometrite subclinica diminui a taxa de
concepcdo no primeiro servico pés-parto (KASIMANICKAM et al., 2004; DUBUC et
al., 2011; MADOZ et al., 2013) e aumenta o intervalo entre o parto e a concep¢do em
30 dias (MADOZ et al., 2013). Quando nédo se tem auto cura para endometrite devemos
utilizar produtos que ndo inibem os mecanismos de defesa do Utero e que ndo causem
irritacdo. O uso de horménios se torna uma boa opcéo, porém deve ser conhecido seu
efeito endocrinoldgico (AZAWI, 2008). Moura et al. (2012) demonstraram que vacas
que foram diagnosticadas com endometrite clinica e tratadas com infusdo intrauterina de
4g de oxitetraciclina entre os dias 21 e 28 p6s-parto tiveram uma incidéncia de 80% de

endometrite subclinica.
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2 CAPITULO

MANUSCRITO

Os resultados desta dissertacdo sao apresentados na forma de um manuscrito, com sua

formatacdo de acordo com as orienta¢des da revista ao qual sera submetido:
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2.1 MANUSCRITO

Efeito do nivel sérico de célcio e a suplementacdo com célcio oral no pos-parto
precoce sobre a qualidade uterina em vacas leiteiras.
Clério Antonio Hoefle?, Aleksandro Fritzen®, Giovana Fiordalisi®, Raquel Grande

Pereira®, Rogério Ferreira®

De acordo com normas para publicacdo em:

Ciéncia Rural



Efeito do nivel sérico de célcio e a suplementacdo com célcio oral no pds-parto
precoce sobre a qualidade uterina em vacas leiteiras.

Clério Antonio Hoefle?, Aleksandro Fritzen®, Giovana Fiordalisi® Raquel Grande
Pereira®, Rogério Ferreira®

4Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), Chapeco, SC, Brazil.
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RESUMO

Obijetivo deste estudo foi relacionar o efeito dos niveis plasmaticos de célcio logo apds
o parto e o efeito da suplementacdo com formiato de calcio por via oral sobre a
incidéncia de endometrite subclinica. O estudo foi conduzido em duas fases utilizando
73 vacas multiparas e primiparas das racas jersey e holandés. No primeiro experimento
foi relacionado o nivel de céalcio nas primeiras 24 horas ap6s o0 parto com a
porcentagem de neutréfilos e incidéncia de endometrite subclinica. A porcentagem de
neutrofilos foi afetada pela concentracdo de calcio nas primeiras 24 horas do pos-
parto(P=0,01). O segundo experimento foi conduzido para avaliar o efeito da
suplementacdo com formiato de calcio em animais com diferentes niveis plasmaticos
de célcio sobre a incidéncia de endometrite subclinica. Os animais foram classificados
de acordo com a concentracdo de célcio (acima ou abaixo de 8,5mg/dL) e foram
aleatoriamente distribuidos para receber (Grupo Tratado) ou ndo (Grupo Controle)
calcio oral na forma de formiato de célcio em 6 e 30 horas apds o parto. As coletas de
material para determinagdo de endometrite subclinica foram realizadas de 34 a 40 dias
apos o parto pelo método Citobruch. O tratamento com formiato de célcio reduziu a
contagem de neutrofilos apenas em vacas normocalcémicas (P<0,05). Além disso, o

tratamento com formiato de calcio diminuiu a frequéncia de animais com endometrite
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subclinica entre os dias 34 e 40 pds-parto (P<0,05). Pelo teste de ROC (Receiver
operating characteristic) obtivemos o valor minimo de 8mg/dL de célcio sérico para
reduzir a probabilidade do animal adquirir endometrite subclinica. Cada aumento de
1mg/dL de calcio no sangue reduz a probabilidade de 27% de desenvolver endometrite.
Com base nos achados do estudo podemos concluir que a suplementacéo de duas doses
de formiato de calcio em 6 e 30 horas poOs-parto reduz a incidéncia de endometrite
subclinica em vacas normocalcémicas. O valor minimo de célcio nas primeiras horas

apos o parto é de 8mg/dl de sangue para prevencdo de endometrite subclinica.

Palavras chaves: Endometrite subclinica, Formiato de célcio, Suplementacédo de célcio

ABSTRACT

The objective of this study was to relate the effect of postpartum calcium levels and the
effect of formate calcium oral supplementation on the incidence of subclinical
endometritis. The study was carried on in two stages using 73 multiparous and
primiparous cows from Jersey and Holstein breeds. In the first experiment the calcium
level at 24 hours after calving was correlated with the percentage of neutrophils and the
incidence of subclinical endometritis. The percentage of neutrophils was affected by
calcium concentration in the first 24 hours postpartum (P = 0.01). The second
experiment was carried to evaluate the effect of calcium formate supplementation in
animals with different plasma levels of calcium on the incidence of subclinical
endometritis. The animals were classified according to calcium concentration (above or
below 8.5mg / dL) and were randomly assigned to receive (Treated group) or not
(Control group) oral calcium supplementation in the form of calcium formate at 6 and
30 hours after delivery. The cytology for determination of subclinical endometritis were

performed 34 to 40 days after delivery by Citobruch method. Calcium formate treatment
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reduced neutrophil counts only in normocalcemic cows (P <0.05). In addition, calcium
formate treatment decreased the frequency of animals with subclinical endometritis
between days 34 and 40 postpartum (P <0.05). By the ROC (Receiver operating
characteristic) test it was obtained the minimum value of 8mg / dL of serum calcium to
reduce the probability of cow to acquire subclinical endometritis. Each 1mg / dL
increase of calcium in blood reduces the probability of endometritis by 27%. Based on
the findings of the study we can conclude that the supplementation of two doses of
calcium formate at 6 and 30 hours postpartum reduces the incidence of subclinical
endometritis in normocalcemic cows. The minimum calcium value in the first hours

after delivery is 8mg / dl of blood for the prevention of subclinical endometritis.

Key words: Subclinical Endometritis, Calcium Formate, Calcium Supplementation.

INTRODUCAO

O periodo de transicdo e definido como sendo as trés ultimas semanas antes do
parto e trés primeiras semanas apds o parto. Este periodo é marcado por variagdes
hormonais e metabdlicas que facilitam e promovem o parto (LOISELLE et al.,20009;
CROOKENDEN et al., 2017). Porém, ha uma maior incidéncia de doencas de origem
metabdlica nos primeiros 30 dias apds o parto (CHAPINAL, 2012; CROOKENDEN et
al., 2017). Segundo Leblanc (2010), em torno de 30 a 50 % das vacas leiteiras sdo
afetadas por doencas metabdlicas ou infecciosas logo apds o parto. Varios estudos
epidemioldgicos mostram que as doencas metabolicas causam grandes perdas
financeiras, como perda na producdo de leite, aumento nos custos com tratamentos e

diminuicdo do desempenho reprodutivo (SUTHAR et al., 2013).

O periodo de transicdo também ¢é marcado por uma diminuicdo nas

concentracdes de calcio no sangue, uma vez que ha uma maior mobilizagdo desse ion
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para o colostro e leite (LOISELLE et al., 2009). Essa diminuicdo de calcio tem como

aspecto negativo a supressdo da funcao de neutréfilos (CROOKENDEN et al., 2017).

A hipocalcemia logo ap6s o parto € comum em vacas leiteiras e isso faz com que
tenham um risco aumentado de doencas metabdlicas e infecciosas (GOFF, 2008;
REINHARDT et al., 2011; MARTINEZ et al., 2016; NEVES et al., 2017; VENJAKOB
et al., 2017), podendo levar & morte em casos graves (VENJAKOB et al., 2017). A
hipocalcemia pode ser definida quando os valores de célcio estdo abaixo de 8,59 mg/dL
de sangue em pelo menos um dia nos primeiros 3 dias apés o parto (MARTINEZ et al.,

2012).

Entre as varias causas de infertilidade de bovinos podemos destacar as infeccdes
uterinas, que podem ser clinicas ou subclinicas. Essas infec¢des se desenvolvem logo
apos o parto, pois o limen uterino esta contaminado por bactérias que rompem a funcéao
imune local (SHELDON et al., 2006; AZAWI, 2008; SHELDON et al., 2008;
SHELDON et al., 2009). Para termos uma boa fertilidade devemos ter um ambiente

uterino saudavel e eficiéncia na detecgdo de estro (KAUFMANN et al., 2009).

A endometrite subclinica é definida como a presenca de polimorfonucleares
(PMN) no endométrio quando realizada a citologia endometrial pela técnica de
Citobrush (KASIMANICKAM et al., 2004; SHELDON et al., 2009). A avaliacdo da
mucosa bovina pode ser feita por citologia cerca de 20 a 60 dias pos-parto
(DEGUILLAUME et al.,, 2012). Kasimanickam et al. (2004) classificam como
endometrite subclinica a presenca de mais de 18% de neutrofilos na citologia uterina em
amostras coletadas 20 a 33 dias pos-parto ou mais de 10% de neutrofilos aos 34 a 47
dias pés-parto. J& a endometrite clinica é caracterizada pela presenca de descarga
purulenta em mais de 50% de pds em 21 dias ou mais depois do parto (SHELDON et

al., 2008; SHELDON et al., 2009; DUBUC et al., 2011).
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A recuperacdo do ambiente uterino apos o parto é um fator limitante para a
fertilidade bovina (SHELDON et al., 2009; DUBUC et al., 2011; DEGUILLAUME et
al., 2012). Para completa involucdo uterina, a defesa imune local deve sobrepor os
desafios impostos pela contaminacgdo uterina. Desta forma, em casos de hipocalcemia,
ocorre um aumento da incidéncia de metrites pois as fung¢des dos neutrofilos estdo
reduzidas (MARTINEZ et al., 2012). Uma das formas utilizadas como tratamento e
prevencdo da hipocalcemia é a administracdo de formiato de célcio. Todavia ainda ndo
se conhece o efeito dessa suplementacdo com formiato de calcio sobre a prevencdo das

infecgOes uterinas.

A hipétese do presente trabalho é que vacas com hipocalcemia subclinica
apresentam maior ocorréncia de endometrite subclinica e a suplementacdo de formiato
de calcio pode reduzir os efeitos negativos da hipocalcemia subclinica sob a salde
uterina. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a suplementagdo com
formiato de calcio sobre a incidéncia de endometrite subclinica em animais com
diferentes niveis plasmaticos de célcio; e determinar o nivel de calcio minimo logo ap6s

0 parto para reducdo da incidéncia de endometrite subclinica.
MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizadas 73 vacas multiparas e primiparas das racas Holandés e Jersey.
Os animais eram mantidos em sistema de free stall e compost barn. A dieta era feita sob
a forma de dieta total TMR (Total Mix Ration), com silagem de milho, feno, pré-secado
e concentrado; com dietas suprindo as exigéncias do NRC, 2001. As vacas com idades
de 2 a 7 anos eram submetidas a duas ordenhas diérias. O periodo do experimento

ocorreu de marco a setembro de 2017.

20



Os animais submetidos ao experimento foram vacas que durante o pré-parto
apresentaram o pH da urina entre 5,5 a 6,9 (phmetro digital modelo 1800 instruterm). A
coleta de urina foi feita por massagem perivulvar e nas vacas que ndo se obteve a
micc¢do foi realizada a sondagem por via uretral. Foram incluidos no estudo somente 0s
animais que durante o periparto ndo tiveram complica¢des, como distocias, retencéo de

placenta ou uso de algum produto veterinario.
Delineamento experimental

Experimento 1: Foram utilizadas 26 vacas para avaliar a influéncia do nivel de
calcio nas primeiras 24 horas apds o parto na ocorréncia de endometrite subclinica. A

coleta de material para citologia uterina foi realizada entre os dias 34 a 40 pds-parto.

Experimento 2: Foram utilizadas 47 vacas, alocadas em 2 grupos, sendo um
grupo tratado com 100g de formiato de célcio por via oral (Calfon oral, Bayer,
Pfaffenhofen, Alemanha) distribuidas em duas doses, nas 6 e 30 horas apds o parto; e
um grupo controle sem suplementacdo. A determinacdo do nivel de calcio sanguineo foi
feita pela coleta de sangue no periodo de 6 horas apds o parto e uma segunda coleta em
30 horas ap6s o parto nos diferentes grupos. A coleta de material para determinagéo de

endometrite subclinica ocorreu no periodo de 34 a 40 dias ap0s o parto.
Avaliacéo do nivel de célcio

A coleta de sangue para determinacdo dos niveis de célcio foi realizado por
venopuncdo pela veia coccigea, utilizando tubos esterilizados e depois centrifugados
para obtencdo do soro sanguineo. O célcio foi mensurado pelo método colorimétrico
utilizando kit comercial (Célcio PP, Analisa, Belo Horizonte). A sensibilidade do teste é
de 0,1 mg/dL e os coeficientes de variacdo intra e interensaio foram 0,7 e 0,98%,

respectivamente.
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Citologia uterina

A coleta do material para citologia uterina foi realizada entre 34 e 40 dias pos-
parto, pelo método de Citobrush conforme descrito por Kasimanam et al. (2004). A
escova de citologia foi introduzida no Utero de forma escondida com material estéril
com auxilio de palpagdo retal. Proximo ao orificio externo da cérvix, a camisa sanitaria
foi rompida e a escova introduzida, de forma protegida, até chegar no corno uterino.
Entdo, a escova foi exposta ao endométrio fazendo movimento horério para a coleta do
material uterino. Ap6s a coleta, a escova foi protegida novamente e retirada
caudalmente. Foi realizado o esfregaco fazendo girando a escova sobre a lamina e esta
seca ao ar. No laboratério, as laminas foram coradas pelo método pandptico rapido
(Instant PROV, Newprov, Pinhais, PR). Ap6s as laminas corradas, foram contadas 200
celulas, excluido eritrocitos. Vacas com mais de 10% de neutrdfilos forma consideradas
positivas para endometrite subclinica, conforme descrito por Kasimanickam et al.

(2004).
Analise estatistica

O efeito da concentragdo de célcio sobre a porcentagem de neutrdfilos foi
determinado utilizando regressdo linear simples. Para determinar o efeito da
suplementacdo com célcio os animais foram separados em duas classes de acordo com a
concentracdo plasmatica de Ca (acima ou abaixo de 8,5mg/dL). O efeito dos diferentes
tratamentos, em cada classe de nivel plasmatico de célcio, sobre a porcentagem de
neutrofilos foi determinado utilizando anédlise de comparacdo de médias (two-way
anova). O efeito dos tratamentos sobre a frequéncia d endometrite foi testado por
regressdo logistica. Para determinar o valor minimo de célcio que promove uma menor
prevaléncia de endometrite subclinica, foi utilizado o teste ROC (Receiver operating

characteristic), utilizando os dados combinados dos dois experimentos.
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Todas as varidveis continuas, assim como os residuos de cada modelo, foram
testadas para normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk e normalizados, quando
necessario, de acordo com cada distribuicdo. Todas as analises foram realizadas com o

pacote estatistico JMP e foi adotado como nivel de significancia P<0,05.

RESULTADOS

As porcentagens de animais que tiveram hipocalcemia e endometrite subclinica
estdo representadas na Tabela 1. Os valores médios de célcio e a porcentagem de
neutréfilos estdo representados na Tabela 2. A porcentagem de neutrofilos foi afetada

pela concentracdo de calcio nas primeiras 24 horas do pos-parto (P=0,01; Figura 1).

As médias de condicdo corporal (ECC), célcio 6 e 30 horas pds-parto e
porcentagem de neutrofilos estdo representados na Tabela 3. O tratamento com formiato
de célcio ndo afetou o0 ECC e o célcio 6 horas pos-parto. O tratamento com calcio

aumentou a concentracao plasmatica de célcio e reduziu a porcentagem de neutrdfilos.

O tratamento com formiato de célcio reduziu a contagem de neutrofilos apenas
em vacas normocalcemicas (P<0,05), conforme representado na Figura 2. Além disso, 0
tratamento com formiato de célcio diminuiu a frequéncia de animais com endometrite

subclinica entre os dias 34 e 40 pés-parto (P<0,05; Figura 3).

Para determinar a probabilidade de uma vaca desenvolver endometrite
subclinica em relagdo aos valores de calcio foram utilizados os dados combinados dos
dois experimentos. Os valores de calcio logo apds o parto tiveram um efeito altamente
significativo sobre a probabilidade de uma vaca desenvolver endometrite subclinica
(P<0,05). A analise de ROC definiu o valor de calcio minimo de 8mg/dL para a reducao

da probabilidade de ocorréncia de endometrite subclinica. Cada aumento de 1 mg/dl de



calcio no sangue, reduz em 27% a probabilidade de a vaca desenvolver endometrite

subclinica (odds ratio = 1,27).
DISCUSSAO

A hipocalcemia causa uma supressdo sobre o sistema imunoldgico, predispondo
a infec¢des durante o periodo pés-parto (KIMURA 2006; MARTINEZ et al., 2014).
Martinez et al (2014) observaram que vacas com hipocalcemia subclinica apresentam
uma supressdo da fungdo neutrofilica. No processo de involucdo uterina, a fungédo
neutrofilica assume o papel chave na eliminacdo do conteldo bacteriano e no
restabelecimento da salde uterina (SHELDON et al., 2006). No presente estudo
demostramos que a concentracdo de calcio nas primeiras 24 horas apds o parto tem uma
alta correlagdo com a porcentagem de neutréfilos e a prevaléncia de endometrite
subclinica aos 35 dias pos-parto. Além disso, pelo conhecimento dos autores,
demostramos pela primeira vez, que a suplementacdo com Formiato de célcio no pés-
parto precoce diminui a frequéncia de animais com endometrite subclinica entre os dias

34 a 40 pobs-parto.

No primeiro experimento, sem suplementacdo com calcio, 44% das vacas
analisadas apresentaram hipocalcemia subclinica e 33% apresentaram endometrite
subclinica. Segundo Leblanc (2012), a incidéncia de endometrite subclinica em até dois
meses apos o parto € de 10 a 30%. Esse ultimo dado pode explicar porque se observa,
em algumas propriedades, baixa taxa de sucesso nos primeiros servigos. A concentracéo
sérica de calcio nas 24 horas pos-parto teve um efeito altamente significativo sobre a
porcentagem de neutrofilos no endomeétrio 34 a 40 dias pos-parto. Foi demostrado que
para cada aumento de 1mg/dL de célcio no sangue, ocorre a diminuicdo de 1,34 pontos

percentuais os neutrofilos no endomeétrio.
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A suplementacdo de calcio logo apds o parto aumentou a concentragao
plasmaética de célcio 30 horas apds parto, periodo em que os niveis de célcio sdo mais
criticos. A funcdo imune uterina esta diretamente relacionada com nivel de célcio
sanguineo, porém o importante € manter a normocalcemia no pos-parto. Segundo
Martinez et al (2014), a presenca de hipocalcemia subclinica transitdria reduz a funcéo
neutrofilica, ndo sendo revertida pela suplementagcdo de célcio. Esse fato suporta os
achados do presente estudo de que a suplementacdo com calcio reduziu a contagem de

neutrofilos apenas em vacas que estavam em normocalcemia.

Pela importancia que a reproducdo tem para as fazendas leiteiras, procuramos
estabelecer um valor minimo de célcio para o pds-parto imediato. Combinamos 0s
dados dos dois experimentos, estabelecemos como valor minimo pelo teste de ROC o
valor de 8 mg/dL de calcio para reduzir a probabilidade de o animal desenvolver
endometrite subclinica. Cada aumento de 1mg/dL de célcio no sangue reduz a
probabilidade em 27% de a vaca desenvolver endometrite subclinica. Desta forma, além
da suplementacdo com formiato de célcio, a dieta pré-parto tem uma importante funcéo

em manter um nivel minimo e efetivo de calcio no p6s-parto imediato.

A infertilidade da fémea bovina de leite tem vérias causas. Entre elas podemos
destacar como principal fator as infec¢Ges uterinas, que tém a sua ocorréncia
relacionada com o nivel plasmatico de calcio, pois este mineral tem um importante
papel na regulacdo da fungdo fagocitica dos neutrofilos. Martinez et al (2014)
demostraram que ndo se tem diminuicdo do numero de neutrofilos, porém a perda da
atividade fagocitica e da fungéo oxidativa. Desta forma, a reducdo dos niveis séricos de
calcio apresenta uma caracteristica qualitativa, pois se houver reducdo dos niveis de
calcio sanguineo o animal fica pre-disposto a infeccGes uterinas. No entanto, a

suplementacdo com calcio s6 foi efetiva na redugdo do numero de neutrofilos no
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endométrio em vacas normocalcemicas. Estes achados realgam a importancia do correto

manejo nutricional durante o periparto.
CONCLUSAO

O nivel de célcio no pos-parto precoce influencia a quantidade de neutréfilos na
citologia uterina e consequentemente a endometrite subclinica. No entanto, a
suplementacdo de célcio na forma de formiato de célcio, s6 diminui o nimero de
neutrofilos no endométrio em animais normocalcémicos. Definimos o valor de célcio
plasméatico minimo de 8mg/dL de soro nas primeiras horas apds o parto, para redugdo

da ocorréncia de endometrite subclinica.
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Tabela 1: Porcentagem de animais com hipocalcemia e endometrite subclinica

Item No° % de animais

Hipocalcemia subclinica 10/26 44,1
Endometrite subclinica 9/26 33,7
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Tabela 2: VValores médios de célcio e neutrofilos

Variavel Meédia £ e p.m

Célcio (mg/dl) 9.48+0,52
Neutréfilos (%) 8,40+1,43
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Tabela 3: valores médios de calcio, ECC e neutréfilos

Grupo
Variavel Controle Tratamento
Animais 23 24
ECC 3,56% +0,04 3,462 £0,04
Célcio6h 8,802 +0,56 9,27%+0,52
Caélcio 30 h 9,41% +0,53 11,19° +0,46

Neutrofilos 12,26°+ 2,03 7,35°+2,09
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Figural: Influencia do nivel de célcio nas 24 horas pds-parto sobre a porcentagem de
neutréfilos no endométrio 34 a 40 dias pos-parto.
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Figura 2: Porcentagem de neutrofilos aos 34 — 40 dias pds parto, em vacas tratadas ou
ndo com formiato de calcio em 2 doses em 6 horas e 30 horas ap6s o parto distribuidas
em dois grupos de acordo com o nivel de célcio antes da suplementacéo (alto >
8,5mg/dL; baixo < 8,5mg/dL).
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Figura 3: Porcentagem de vacas com endometrite subclinica aos 34 — 40 dias apds o

parto tratadas ou ndo com formiato de calcio em 2 doses em 6 horas e 30 horas ap6s o
parto.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O periodo de transicdo para vaca leiteira é de grande desafio e ela deve
conseguir alterar seu metabolismo para se adaptar a este periodo. Caso nao consiga, 0
animal fica exposto a doencas de origem metabdlicas. Doencas do periodo de transicao
chegam a atingir em torno de 50% dos animais (Leblanc, 2010) e um elemento de
grande importancia é o calcio. Neste trabalho conseguimos desmostrar o nivel minimo
para prevencao da endometrite subclinica e que a suplementacdo com formiato de célcio
consegue promover beneficios para a saude reprodutiva. No entanto, para prevencao da
endometrite subclinica o formiato de célcio deve ser suplementado logo apds o parto,
em vacas que tiveram um bom manejo pré-parto e que estejam em normocalcemia.
Definimos como um valor minimo de célcio plasmatico no pos-parto 8mg/dL nas
primeiras horas pds-parto para redugdo da ocorréncia de endometrite subclinica. Este
trabalho reforca a idéia que para promover a satde de um rebanho primeiramente deve-
se buscar a prevencéo de doencas; e a suplementacdo ndo deve ser feita com o intuito de

corrigir algo, mais sim de somar.
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graxos livres. Além disso, vacas no pés-parto possuem uma deficiéncia de clanocobalamina; e doses repetidas desta vitamina sao
bendficas para seu metabolismo energético, A hipétese do trabalho é que vacas que apresentam elevados niveis de BHBA no pos-
parto, com o tratamento de butalosfana e cianocobalaming melhora o ambiente uterino ¢ a eficiéncla reprodutiva de vacas de alta
producdo. Serdo utilizadas 80 vacas leiteiras com valores de pH da urina antes do parto entre 6,1 e 6,9, desta forma demonstrando
que o manejo pré-parto fol adequado. Logo apds o parto serd avaliado os valores de BHBA e com base nestes, 0s animais serdo
alocados nos diferentes tratamentes. O arranjo experimental serd um fatorial 2x2, sendo dots nivels de BHBA e tratados ou nao
com butafosfana e cianocobalamina. As varidveis dependentes avaliadas serdo oriundas do exame clinico por ultrassonografia e
vaginoscopia, citologia e histopatologia uterina, didmetro folicular e niveis de progesterona apds a inseminacdo. Neste estudo serd
analisado o use de butafosfana e clanocobalamina logo apés o parte para avallar sua eficléncia na diminuicdo do beta
hidroxibutirato e diminuir o nimero de animals acometidos pela endometrite subclinica. Com os resultados do presente estudo serd
possivel recomendar com maior propriedade uma tecnologia para vacas de alta produgdo que visa melhora da sadde uterina e
conseguente aumento da fertilidade no pés-parto.

Local do experimento; Propriedade comercial do municiplo de Chapeco. As anélises serdo realizadas no labaratério de reprodugdo
animal da UDESC,

Lages, 26 de maio de 2017
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