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Resumo

A hipocalcemia, apesar de ser um tema bastante estudado, ainda é uma afecdo
muito frequente no puerpério, provocando graves perdas econdmicas nas exploracoes.

Foram concebidos quatro grupos, constituidos por vacas multiparas, de duas a seis
lactagdes. Cada um deles foi sujeito a um procedimento diferente, utilizando bolos intra-
ruminais de calcio.

Foram recolhidas amostras seroldgicas para mensuragdo de cdlcio total a todos os
animais, no dia do parto ou na manha seguinte quando este ocorreu durante a noite € nos
dois dias seguintes, no periodo da manha, apds a ordenha.

No grupo Z (n=27), nao foi administrado nenhum bolo intra-ruminal de cdlcio. No
grupo B1 (n=25), foi administrado um bolo intra-ruminal de célcio apds o parto. Ao grupo
B11 (n=26), foram administrados dois bolos intra-ruminais de célcio, um apds o parto, e
outro no dia seguinte, de manhd, apds a ordenha. No grupo B2 (n=26), foram
administrados dois bolos intra-ruminais de cdlcio, apds o parto.

Concluiu-se que ndo existem diferencas significativas entre grupos (p= 0,986) para

os niveis de célcio plasmaético total embora, dentro de cada grupo, sejam significativas

(p=0,000).

Palavras-chave: Hipocalcemia; Célcio; Bovikalc; Bovinos de leite; Prevencao



Evaluation of three hypocalcemia prevention protocols

with intra-ruminal bolus of calcium in dairy cattle.

Abstract

Hypocalcemia, despite being a topic widely studied, it is still a very common
pathology in the puerperium, causing serious economic losses in holdings.

Four groups were designed, each consisting of twenty-six cows, multiparous, from
two to six lactations. Each one of them was subject to a different procedure, using intra-
ruminal bolus of calcium. Serological samples were collected for measurement of total
calcium from all animals, after delivery and the next two days, in the morning, after the
milking.

In the group z (n=27), no intra-ruminal bolus of calcium was given. In group bl
(n=25), one intra-ruminal bolus of calcium was given after delivery. To the group b1l
(n=26), two intra-ruminal calcium bolos were administered, one after delivery and the
other the next day, in the morning after milking. In group b2 (n=26), two intra-ruminal
calcium bolos were administered, both after delivery.

It was concluded that there are no significant differences between groups

(P=0,986) for total plasma calcium levels although, within each group, it is significant

(P=0,000).

Key words: Hypocalcemia; Calcium; Bovikalc; Dairy cattle; Prevention
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Preambulo

O cdlcio (Ca) é fundamental para a contragao do musculo liso e esquelético, assim
como também para a fungcdo imunitéria, pelo que a hipocalcemia puerperal (HP), tem um
impacto bastante considerdvel na performance produtiva do animal, aumentando a
probabilidade da incidéncia de algumas doencas, como cetose, deslocamento de abomaso,
mastite, metrite e figado gordo, afetando também a fertilidade da vaca (Goff, 2014).

As alteracOes fisiologicas induzidas no animal, pela entrada no periodo seco e a
diminui¢do da capacidade de ingestdo, devido ao crescimento do feto, sdo fatores que
potenciam a hipocalcemia puerperal (HP). Esta é considerada uma patologia metabdlico-
nutricional, onde hda um decréscimo na concentracdo de Ca plasmético até as 72 horas pds-
parto (Corbellini, 1998), pois em condi¢des normais, o nadir da concentragdo plasmatica
de Ca devera ser atingido até as 24 horas pds-parto (Goff, 2014).

Na HP € necessario distinguir a hipocalcemia clinica da subclinica. Se por um lado,
a HP clinica é uma patologia dispendiosa por cada caso clinico, por outro, a HP subclinica,
dada a sua subjetividade e dificuldade de diagndstico, tem uma expressao superior na
economia da exploragdo. Supondo um efetivo de 2000 animais, com uma incidéncia anual
de hipocalcemia subclinica de 2%, esta representa um custo anual para a exploragdo, de
cerca de 12.000 US$ (Oetzel,2015).

Uma vez que a hipocalcemia € uma consequéncia de uma falha fisioldgica do
organismo, na adaptacdo ao pods-parto, a correcdo artificial da calcemia, através de
solugcdes intravenosas, deve ser somente utilizada em casos graves de HP clinica. Caso
contrdrio, o efeito pode ser o oposto ao desejado, interferindo negativamente na
homeostasia do Ca, de maneira que a solucdo ideal € a prevengdo, utilizando estratégias
como suplementagdo em Ca, ou planos nutricionais formulados especificamente para
animais em pré-parto, como dietas anidnicas, ou com teores reduzidos de Ca (Martin-
Tereso e Martens, 2014).

O presente trabalho decorreu na exploracdo agro-pecudria Afonso Paisana, em
Foros de Salvaterra, entre setembro de 2016 e janeiro de 2017, tendo como objetivo
verificar a eficicia da administragdo do bovikalc® (cada bolo contém 43g de célcio onde
71% provém do cloreto de célcio e 29% do sulfato de célcio, como mostra o anexo II) na

prevengdo de hipocalcemia, utilizando diferentes protocolos de administrag@o.



Caracterizacdo da exploragao

A exploragdo onde foi realizado o presente estudo conta com cerca de 250 vacas em
lactacdo, com uma média de 163 dias de lactacdo e uma producdo média didria de 36 litros
por animal. Sdo realizadas duas ordenhas didrias, com um intervalo de 12 horas.

Desde 2012 que foi implementado um programa de “crossbreeding”’, designado de
procross, utilizando trés racas de aptidao leiteira, a Holstein-Frisia, a Montbeliard e a
Vermelha-Sueca.

O periodo voluntdrio de espera é de 45 dias, com um niimero médio de dias abertos
de 124 dias. A idade a primeira inseminacdo fecundante, em novilhas, ronda os 423 dias.

O arracoamento dos animais € concebido tendo em conta a fase produtiva dos
mesmos. A alimentacdo do grupo de animais no periodo seco e em fase de pré-parto (< 20
dias para a data prevista de parto), tem como base diferentes matérias-primas, tais como,
palha, farinha de milho, soja, massa de cerveja, silagem de milho e um suplemento

mineral. A mistura do grupo dos animais em fase de pré-parto é adicionada um quelante de

Ca (Calfix®), cujo rétulo € apresentado na figura 1.

Figura 1- Rétulo da embalagem do quelante de célcio.



I. Revisdo bibliografica
1. Metabolismo do calcio

1.1 Homeostasia do calcio

A concentragdo plasmatica de cdlcio total, numa vaca com cerca de 600 Kg, em
condi¢des normais, estd entre os 8.5 e os 10 mg/dl ou 2.1 e 2.5 mmol/L, ou seja, na
totalidade do plasma, existem 3g de Ca e cerca de 8 a 9g de Ca em todo o contetido
extracelular (Goff, 2000), por outro lado, o esqueleto de um bovino contém cerca de 7.8 a
8.5 Kg de Ca. A fracdo biologicamente ativa de Ca € apenas a que se encontra sob a forma
ionizada, cerca de 42-48%. Cerca de 50% do Ca estd acoplado a proteinas como a
albumina, e os restantes 2% a 8% formam complexos soluveis com anides, como sulfato,
bicarbonato, citrato e fosfato (Goff, 2014).

Com valores entre 5.5 e 8.0 mg/dl, consideramos que o animal estd em
hipocalcemia subclinica, sempre que a concentracdo plasmdtica de Ca total estiver abaixo
de 5.5 mg/dl estamos perante uma hipocalcemia severa (Goff, 2014).

A probabilidade de hipocalcemia no parto aumenta com o nimero de lactacOes.
Segundo Martin-Tereso e Martens (2014), os valores séricos de Ca diminuem abaixo de
8.1 mg/dl em cerca de 25% das novilhas, 41% em multiparas de segunda lactacdo e acima
de 54 % em multiparas com 5 lactacdes.

As necessidades de Ca de um bovino de leite variam durante a lactacdo. No pés-
parto sdo consumidos cerca de 1.7 a 2.3g de Ca por cada kg de colostro produzido, ja para
a producdo de leite na restante lactagdo sdo consumidos cerca de 1.1g de Ca por kg de leite
produzido (Goff, 2014), ou seja, numa vaca média produtora, que produza diariamente
cerca de 25 L, sao consumidos cerca de 28g de Ca por dia. Ao mesmo tempo, as perdas
didrias de Ca pelas fezes sao cerca de 5.0 a 7.0 g e pela urina 0.5 a 2g (Goff, 2000).

Conhecidos os niveis médios de Ca num bovino adulto, e relacionando com as
exigéncias didrias em Ca a que € sujeito, facilmente se percebe que tem de existir um
mecanismo de homeostasia e reposicdo de Ca que seja funcional e eficaz. Essa
homeostase, pode ser realizada recorrendo a trés fontes distintas: reabsor¢cdo Ossea,

absor¢do intestinal e reabsorcdo renal, apesar desta tultima via ser pouco significativa



(Goff, 2000). O funcionamento destes mecanismos dependem da acdo enddcrina,
nomeadamente da paratormona (PTH) e da 1,25 dihidroxivitamina D (1,25(OH)2D3 (Arioli
& Corréa, 1999).

Segundo Tsiamadis et al (2016) o grande problema da homeostasia do célcio no
periodo pds-parto, ndo estd na falta de PTH, pois ja foi demonstrado que os animais
possuem quantidade suficiente desta hormona, mas numa inabilidade dos seus recetores

responderem a sua presenca.
1.2 Regulacdo e func¢ado da paratormona

A paratormona (PTH) € produzida por 4 glandulas paratirdides, transportada através
do reticulo endoplasmadtico rugoso e armazenada em granulos secretores, (Arioli & Corréa,
1999) e € a principal responsavel pela resposta a hipocalcemia (Goff, 2014).

A concentragcdo extracelular de Ca € determinada por recetores a superficie das
células da paratiréide (Goff, 2014), recetores esses que tém a capacidade de se ligar ao Ca
ionizado e regular a libertacdo de PTH.

A sua intervencdo tem como alvos, o rim, onde vai melhorar a reabsorcao de Ca*
no tibulo distal e promover a producdo de 1,25(OH)2D3 (Brown, 2013), e a fragdo dssea,
agindo nos osteoblastos e nos ostedcitos (Goff, 2014).

Em condi¢des normais, ou seja com concentragdes plasmaticas de Ca entre 8.0-10.0
mg/dl, os recetores de Ca a superficie da paratirdide, estdo preenchidos, e assim a secrecao
de PTH mantem-se estdvel. Em caso de hipocalcemia os recetores ficam livres, e
consequentemente hd um aumento na libertacdo de PTH (Brown, 2013).

Os recetores da PTH sa@o proteinas transmembranares que contactam com o liquido
extracelular e com o interior da célula, sendo que a fracdo extracelular liga-se
especificamente & PTH. A fracdo intracelular estd associada a uma proteina G que por sua
vez possui unidades a, B e y. A porcdo a estd associada a uma molécula de GDP, e
normalmente estd na forma inativa. Quando ha ligacdo da PTH ao recetor, este altera a sua
estrutura para a forma tercidria, fazendo com que a porcao a liberte a molécula de GDP e
adquira Mg "guanosina trifosfato (Mg"*GTP). Simultaneamente, a Mg adenosina
trifosfato (Mg "ATP) promove a separacio da por¢do o do recetor da PTH, ligando-se a
uma adenilato ciclase (AC), e este novo complexo por sua vez terd a capacidade de

converter a Mg ATP em adenosina monofosfato ciclico (AMPc). O AMPc desempenhard



o papel de mensageiro, estimulando, entre outras vias, proteina cinases que irdo restaurar

os niveis de Ca extracelular, como ilustra a figura 2 (Goff, 2014).

Figura 2 — A¢do da PTH ao nivel da membrana celular (Adaptado de Goff, 2014).

Como referido anteriormente, um dos locais de ag¢do da PTH serd o rim,
promovendo a reabsorcdo de Ca. Em condicdes normais, as perdas urindrias rondam as
0,5g o que torna esta via insuficiente para restaurar os niveis de Ca (Goff, 2014), fazendo
com que a reabsor¢do dssea seja uma das principais, sendo a principal, via para repor a
normocalcémia.

A maioria do Ca no 0sso encontra-se sob a forma de cristais, envolvidos numa
matriz de colagénio, e apenas podem ser mobilizados por osteoclastos, uma vez que
somente estes secretam as enzimas capazes de digerir a matriz de colagénio. Contudo, os
osteoclastos, ao contrdrio dos osteoblastos, ndo possuem recetores de PTH, de modo que
sdo os osteoblastos que os levam a iniciar a reabsor¢do dssea, produzindo citoquinas como
fator estimulante de coldénias de macréfagos (M-CSF), e ativador do recetor do fator

nuclear k-b ligante, as quais os osteoclastos sdo sensiveis (Goff, 2014).
1.3 Regulacao e funcao da vitamina D

A vitamina D (Vit. D) desempenha um papel muito importante no metabolismo dos
animais, sendo necessario ndo s apenas no metabolismo do calcio mas promovendo
também a formacdo de 6xido nitrico, péptidos antimicrobianos e o desenvolvimento da
glandula mamaria (Almeida, 2015)

Existem duas formas de vitamina D nos animais, vit. D2 e vit.Ds, as quais podem ser
obtidas através da alimentacdo, uma vez que as forragens sao ricas em vit. D2 ou através de
sintese enddgena por exposicao solar, e neste caso falamos de vit. D3 (Wallis et al, 1958).

Uma vez na corrente sanguinea, a vit.D segue em direcdo ao figado onde serd
hidroxilada no carbono 25 dando origem a 25-OH vit. D, sendo seguidamente libertada na
corrente sanguinea. Esta é a forma de vitamina D maioritariamente presente na corrente

sanguinea cujos niveis medimos normalmente num animal. Posteriormente, a 25-OH vit.
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D chega ao rim, que no caso de estar estimulado pela PTH, é convertida em 1,25(OH),D
por agdo da enzima la-hidroxilase. A 1,25(OH);D ¢ libertada na corrente sanguinea e terd
como destino o epitélio intestinal sendo reconhecida pelos receptores da Vit. D (VDR) que

promoverdo a absor¢do de Ca proveniente da dieta (Goff, 2014).

Teoricamente, como a concentragdo em Ca na dieta é maior que no interior das
células da barreira intestinal, deveria ser razdo suficiente para originar um gradiente
eletroquimico que levasse a passagem do Ca pela membrana apical caso esta fosse
permedvel ao Ca, contudo ndo é o que se verifica. Assim, a 1,25(OH).D, fard com que certas
proteinas como as do canal iénico potencial do receptor transitério (TRPV-6), na membrana
apical dos enterdcitos, fiquem permedveis ao Ca, formando como que canais para a sua
passagem, do limen intestinal para o meio intracelular (Goff, 2014).

No meio intracelular, como representa a figura 2, o Ca necessita de se ligar a uma
segunda vit. D (calbindina-D9K), que terd a fun¢do de auxiliar na passagem pelo citosol até
4 membrana basolateral. Como a concentragdo de Ca no meio extracelular € muito superior
a do meio intracelular, € necessdrio recorrer a outra vit.D, assim como também a proteinas
transportadoras de Ca dependentes de energia, como a Ca-ATPase, de forma a permitir o
transporte contra o gradiente electroquimico, fazendo com que o Ca chegue a corrente
sanguinea. A 1,25(OH):D tem influéncia sobre as 3 vit. D anteriormente referidas, sendo

contudo, um processo moroso, uma vez que a administracao de 1,25(OH)2D so tera reflexo

nos niveis de calbindina-D9K apds cerca de 18 horas (Goff, 2014; Almeida, 2015).
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Figura 3 - Transporte transepitelial gastrointestinal de Ca (Martin-Tereso & Martens,2014)



A absorcdo intestinal de Ca nao fica por aqui. Além do mecanismo anteriormente
descrito, considerado como mecanismo ativo, existe outro ao qual chamamos mecanismo
paracelular (Pérez et al.,2008).

O mecanismo paracelular de absor¢do intestinal de Ca € independente da acdo da
vit.D. Baseia-se na passagem de Ca do limen intestinal para o fluido extracelular, por
entre os enterdcitos, ou seja, pelo espago que virtualmente existe entre dois enterdcitos,
também designado de “tight junctions”. Este mecanismo estard sempre dependente da
concentracdo de Ca na dieta, e serd mais eficaz quanto mais rica for a dieta em Ca. Nos
monogdstricos, estima-se que 30% a 60% do Ca absorvido seja resultado deste mecanismo,
contudo, nos ruminantes, ¢ desconhecida a sua eficicia. Julga-se que nos ruminantes, com
dietas pobres em Ca, o mecanismo ativo, ou seja, dependente de vit. D, seja o mais
predominante, e em dietas ricas em Ca seja 0 mecanismo paracelular aquele que mais

contribui para a absor¢do de Ca. (Goff, 2014)
1.4 Regulacao e funcdo da calcitonina

A calcitonina, produzida pelas células c da tir6ide, ao contrario da PTH e da vit. D
tem func¢do hipocalcemiante, diminuindo assim a reabsor¢ao dssea e aumentando as perdas
urindrias de Ca (Murray et al., 2008).

Os niveis séricos de calcitonina, no pds-parto, ndo parecem sofrer alteracoes
consoante a concentracdo sérica de Ca, mas sim em fungdo dos dias pos-parto, ou da
concentracdo de PTH (Rodriguez et al., 2016).

Rodriguez et al. (2016) observaram que quanto maior o grau de hipocalcemia
subclinica no momento do parto e no segundo dia pds-parto, maior € a concentragdo sérica
de calcitonina, que por sua vez, como se pode constatar pelo grafico 1, parece acompanhar
as variagoes séricas de PTH, existindo como que um efeito feedback da calcitonina sobre a
producdo de PTH. No entanto, este efeito ndo foi verificado em casos de hipocalcemia
clinica. Uma explicacdo para este fendmeno pode ser o fato de que, como estas duas
hormonas tem agdes opostas, no caso da hipocalcemia clinica, apesar da acao da PTH, a
concentragdo sérica de Ca € tdo baixa que inibe a producdo de calcitonina. Assim, o atraso
entre a produ¢do e a acdo de PTH leva a que a calcitonina dificulte ainda mais a
recuperagdo de um animal em hipocalcemia subclinica.

Uma solucdo para este problema pode ser a acidificagdo metabdlica, através de uma

dieta anidnica no pré-parto. A calcitonina parece ter maior atividade a um ph de cerca de



7,4. Por outro lado a acidose metabdlica melhora a expressao dos recetores da PTH no rim,
e como consequéncia aumenta a sintese de 1,25(OH);D, que por sua vez melhora a

absorc¢do intestinal de Ca (Rodriguez et al., 2016).
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Griéfico 1 - Perfis séricos de paratormona (PTH), calcitonina (CALC), célcio (Ca) e
1,25(0OH)2D3 ao longo do periodo péri-parto (-5 a 5 dias entre o parto). A tracejado estdao
representados animais com valores séricos de Ca 6,0 a 7,6 mg/dl e a traco continuo os

animais com 7,5 a 8,5 mg/dl (Rodriguez, 2016).



2. Fatores que afetam a regulacao dos niveis de Ca

2.1 Magnésio

O magnésio (Mg) é o 4° catido mais abundante no organismo. Estd implicito em
diversos mecanismos fisiolégicos e bioquimicos como sintese de 4cido
desoxirribonucleico (DNA) e 4cido ribonucleico (RNA), ativagdo de enzimas como
ATPases, Kinases, fosfatases, e mais recentemente, alguns estudos alertam para a sua
importincia na regulacdo de sinapses na contracio do musculo esquelético. Assim,
alteracoes na homeostasia do magnésio como a hipomagnesiémia, implicam graves
consequéncias para o animal, como reducdo da ingestdo de alimento, diminui¢do da
producdo de leite, e nos casos mais severos, pode mesmo levar 4 morte (Martens &
Schweigel, 2000)

Uma vaca leiteira com cerca de 700 Kg de peso vivo, possui cerca de 450 a 500 g
de Mg, 60 a 70% estd no osso, cerca de 1% estd no espaco extracelular e o restante
encontra-se no espaco intracelular. Em condi¢cdes normais a concentragdo sérica de Mg
deve estar entre 1.95 e 2.92 mg/dl (Martin-Tereso & Martens, 2014). Para que tal aconteca,
a ingestao didria deve rondar os 0.2% a 0.3% da matéria seca (Corbellini, 1998).

Ao contrario do Ca, a homeostasia do Mg ndo depende do sistema enddcrino, sendo
regulado apenas pelo equilibrio entre a absor¢do no rimen, oriundo da dieta, e a sua
excre¢cdo por via renal, como € possivel observar pela figura 3 (Martens & Schweigel,
2000; Martin-Tereso & Martens, 2014).

Uma vez que a absor¢do e a excre¢do de Mg raramente estdo em equilibrio, o rim
desempenha um papel fundamental na regulacdo da normomagnesiémia, aumentando ou
diminuindo a excrecdo de Mg em funcdo da quantidade que € absorvida. Contudo, por
vezes, a excre¢ao pode ser superior a absor¢do, mesmo se reduzindo a excre¢do urindria ao
minimo (<1.0 mM), devido as perdas no leite. Neste caso, a hipomagnesiémia € inevitdvel,
uma vez que nao existem mecanismos de regulacdo, dificultando assim a mobiliza¢do de

Mg, como por exemplo, do osso (Martin-Tereso & Martens, 2014).



Oral Mg intake 50 g/d Fecal output 40 g/d”

E S fo

128 p¢ \ 284
—y z
ﬂ?é‘;? —- == Urine: 4 g/d
Extracellular space
B 4’— Mg poak =250 Mg - Milk: 6 g/d

Figura 4- Metabolismo do Mg numa vaca de 700Kg de peso vivo com producao leiteira

diaria de 40Kg, e digestibilidade aparente de 20% (Martens & Schweigel, 2000).

No rimen, o Mg pode ser absorvido por duas vias: a paracelular e a transcelular
(Martens & Schweigel, 2000).

A via paracelular consiste na passagem do Mg do rimen para o sangue, através de
um gradiente electroquimico, entre o rimen e o plasma, que leva a passagem do Mg pelas
tight junctions para o espago intercelular e posteriormente até a corrente sanguinea
(Martens & Schweigel, 2000).

A via transcelular possui maior importincia no transporte do Mg, mas € mais
complexa, uma vez que se trata de uma via de transporte ativo. Podemos dividir esta via
em duas etapas: a primeira consiste na passagem do Mg do rimen para o espago
intracelular, que € efetuada por um processo de transporte passivo, resultado mais uma vez
de um gradiente eletroquimico, visto que na maioria das vezes a concentracdo de Mg no
espaco intracelular (0,5 a 1.2 mM), € menor que no fluido ruminal (2 a 4 mM). Porém, o
epitélio ruminal possui uma grande diferenca de potencial negativo intracelular, de modo
que neste caso, o gradiente eléctrico assume maior relevancia do que o gradiente quimico.
A segunda etapa consiste na passagem do Mg do espaco intracelular para a corrente
sanguinea. Aqui, a diferenca de potencial intracelular passa a ser uma barreira a0 nosso
objetivo. Assim, para que ocorra passagem de Mg através da membrana basolateral, tem de
haver uma troca com o Na que entra para o espago intracelular, e que posteriormente,
voltard a sair da célula, recorrendo a uma bomba de Na/K-ATPase (Martens & Schweigel,
2000).

E importante salientar, que um aumento significativo da ingestio de potassio (K),

reduz a absor¢do de Mg, uma vez que aumenta a diferenca de potencial do epitélio
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ruminal, e por outro lado reduz a concentracdo de Na no rimen. Quanto menor for a
concentragdo de Mg no rimen, mais influéncia possui o K na sua absorcdo. Ja uma
deficiéncia em sédio (Na), frequente em animais que pastoreiam em pastagens jovens,
devido a caréncia nestas deste mineral, além de ser um obstdculo direto a absor¢cdo de Mg,
provoca um aumento na producdo de aldosterona, que por sua vez aumenta o teor de K na
saliva e consequentemente no fluido ruminal. Foi também verificado que elevadas
concentragdes ruminais do ido amoénio (NH4 ), diminuiem a absorcdo ruminal de
magnésio. O modo como isso acontece ainda permanece desconhecido (Martens &
Schweigel, 2000).

Assim uma hipomagnesiémia terd as seguintes causas (Corbellini, 1998):

e Concentragdo insuficiente (< 0,15% da matéria seca) de Mg na dieta;

e Insuficiéncia de energia na dieta;

e Elevadas concentracdes de K ou azoto ndo proteico (NNP) ou baixas concentragdes

de Na;

e Situagdes de stress (condi¢cdes meteoroldgicas adversas, movimentacdo de animais

no ultimo terco de gestacao).

Devido a hipomagnesiémia, hd uma diminuicdo na concentragdo de Mg no liquido
cérebroespinal, provocando contragdes musculares ndo controladas por parte do SNC, e dai
o principal sinal clinico da hipomagnesiémia ser a tetania. A hipomagnesiémia pode ser
resolvida pela administracdo retal de sais de Mg, cuja aplicacio restaura os niveis deste
mineral no sangue em cerca de 5 minutos, € no liquido cerebroespinal em cerca de 30
minutos (Martin-Tereso & Martens, 2014).

Como referido no ponto anterior, 0 Mg tem um papel fundamental na ativagdo dos
recetores da PTH, bem como na sua producdo (Goff, 2006). Assim, a hipomagnesiémia é

um fator muito importante a ter em conta na avaliacdo de um animal com hipocalcemia.

2.2 Fosforo

O fésforo (P) € um mineral com diversas fun¢des no organismo, desempenhando
fungdes estruturais a nivel molecular, celular e tecidular, e contribui para a estabilidade e
rigidez dos ossos e dentes. E um importante interveniente no equilibrio dcido-base, ¢ é o
maior contribuinte para o potencial transmembranar, assim como para o equilibrio

osmotico entre os espagos intra e extracelular. No organismo, a energia € transportada e
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armazenada sob a forma PO4, como por exemplo o ATP. Nos ruminantes, o fésforo é um
componente importante da saliva, uma vez que ird tamponar o ph ruminal (Grinberg,
2014).

Nos vertebrados 80% a 85% do P estd armazenado nos osso sob a forma de fosfato de
célcio (Caz[PO4]>) e dihidroxiapatita (Caio[PO4]e[OH]2), e os restantes 15% a 20% estdao
distribuidos pelos fluidos e tecidos moles, apenas esta segunda fracdo constitui o “pool” de
P, e destes 15% a 20% menos de 1% estd no espago extracelular (Grunberg, 2014).

Nos bovinos, o P é obtido através da dieta pela forma de dcido fitico, que ao ser
digerido pela microflora ruminal liberta o fésforo, o qual serd posteriormente absorvido no
intestino delgado, com intervencdao da 1,25(OH).D (Almeida, 2015). O intervalo de
referéncia para a concentragdo sérica de P nos bovinos é de 4,0 -8,0 mg/dl (Grunberg,
2014).

Tanto o P como o Ca sdo controlados pelas mesmas hormonas, onde predomina a PTH,
contudo exerce agdes opostas. Um aumento de PTH promove um aumento dos niveis
séricos de Ca, mas por outro lado, promove a excre¢do de P, como se pode verificar pelo
gréafico 2, pela saliva e pela urina. Assim, um animal com hipocalcemia, ao promover um
aumento na producdo de PTH para atingir a normocalcémia, pode em funcdo disso,

originar uma hipofosfatémia (Tsiamadis et al, 2016 ).
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Griafico 2- Curvas fixas das concentragoes séricas de Ca, Mg, P e K incluindo animais de
todas as lactagdes nos 8 dias pds-parto por um modelo de anélise de regressao aleatdria

(Tsiamadis et al, 2016).
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O fésforo € excretado através da urina e das fezes, sendo esta dltima a via de excrecao
mais importante, uma vez que a reabsorcdo renal de P nos ruminantes € bastante eficiente.
Todavia, em situacdes onde a excrecdo salivar de P estd diminuida, como em casos onde a
dieta contém pouca fibra ou é de reduzidas dimensdes, a excre¢do por via urinaria aumenta
(Lovendahl & Sehested, 2016), bem como quando estimulada pela calcitonina, que no rim
tem efeito semelhante ao da PTH, promovendo a excrecdo de fésforo, ao diminuir a sua
reabsorc¢do tubular (Newton & Nunamaker, 1985).

Do P excretado pela saliva, cerca de 80% ¢ reabsorvido no trato gastrointestinal, e 0s
restantes 20% sdo excretados pelas fezes. A producdo didria do animal, também € um
importante fator a ter em conta no que diz respeito as perdas de P, uma vez que, por cada
litro de leite produzido sdo mobilizados cerca de 0,7-1,3 g deste mineral. A gestacdo,
principalmente o dltimo trimestre, exige cerca de 1,9 g/d até aos 190 dias e cerca de 5,4 g/d
até aos 280 dias (Grunberg, 2014).

O P € um inibidor direto da enzima renal que converte a 25- hidroxivitamina D em 1,25
dihidroxivitamina D, e assim, sempre que a concentracdo sérica de fosforo estiver superior
a 1,9 mmol/L, hd uma inibi¢do da 1,25(OH),D, dificultando a absorcdo intestinal de Ca e

por consequéncia a sua homeostasia (Goff, 2004).

2.3 Potassio

O potéssio (K) tem como principais fun¢des no organismo, a manutengdo do equilibrio
acido-base, o equilibrio osmético, o metabolismo de carbohidratos e é co-fator enzimatico
de enzimas relacionadas com a sintese proteica (Goff, 2006 referido por Almeida, 2015).

A maioria do K presente no organismo encontra-se no fluido intracelular, onde a sua
concentragdo ronda 150-160 mmol/L, enquanto que no fluido extracelular, estd entre os
3,9-5,8 mmol/L, pelo que a avaliacdo da calémia, € um indicador muito pouco fidvel do
verdadeiro estado do animal. O ricio entre a concentracdo intra e extracelular, é
fundamental para a manutencdo do potencial de membrana, afetando também a
excitabilidade das células nervosas e musculares (Goff, 2006 referido por Almeida, 2015).

O K ¢ adquirido através da dieta por absor¢ao no trato gastrointestinal, onde chega ao
espaco extracelular. O aumento dos niveis extracelulares de potassio estimula a libertacao

de insulina, que ird promover a acdo da bomba Na/K, sobretudo no figado e tecido
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muscular, de modo a que haja passagem de K para o espaco intracelular, permitindo a
normocalémia. Durante o exercicio fisico, hd uma estimulacdo dos recetores 2 das
catecolaminas, promovendo também a acdo da bomba Na/K. Por outro lado, quando o
animal entra num estado de hipercalémia, hd um estimulo para a producao de aldosterona
provocando um aumento da excrec¢do renal de K por permuta com o Na, bem como a
excrecdo pela saliva e secrecdes pancredticas (Goff, 2006 referido por Almeida, 2015).

Quando o animal se encontra em acidose metabdlica, hd uma permuta entre o K,
que sai para o meio extracelular e o H" que entra para o meio intracelular, de forma a
reduzir a acidose, sendo assim normal encontrar um animal em hipercalémia quando este
se encontra num estado acidético. O oposto verifica-se quando o animal entra em alcalose
metabolica.

O K é um mineral cuja concentracdo plasmdtica tem influéncia na homeostase do Ca,
sabe-se que uma dieta rica em K aumenta consideravelmente o risco de incidéncia de
hipocalcemia no peri-parto (DeGaris & Lean, 2008).

Uma elevada ingestao de K pode conduzir a hipocalcemia por duas vias distintas. Um
aumento de potdssio no plasma, conduz a uma alcalose metabdlica, mesmo que ligeira, e a
uma diminuic¢do da sintese renal de 1,25(OH);D, que por sua vez diminui a absorcao de Ca
no intestino delgado. Por outro lado, o incremento deste mineral, diminui a absor¢do
ruminal de Mg, levando a uma hipomagnesiémia, que como referido no ponto anterior,
levard a uma diminui¢do da sensibilidade dos recetores da PTH o que promoverd a
hipocalcemia (Bhanugopan et al, 2010).

Estudos realizados por Goff & Horst (1997) sugerem que um elevado conteido em K
na dieta do pré-parto tem um maior contributo para a hipocalcemia no parto do que o
proprio contetido em Ca dessas dietas, pelo que no periodo pré-parto ndo € aconselhado

fornecer aos animais alimentos ricos em K como a luzerna.
2.4 Alteracoes acido-base

A alcalose metabdlica predispde o animal para a hipocalcemia tanto clinica como
subclinica, uma vez que a hipomagnesiémia originada pela alcalose metabdlica colabora na
falha de reconhecimento da PTH por parte dos seus recetores, alterando a sua estrutura
terciaria como demonstra a figura 2. Por outro lado, a alcalose diminui a sintese renal de
1,25(OH)2D, o que diminui a absor¢do intestinal de Ca (Bhanugopan et al, 2010). A

reabsorcdo dssea, também € diminuida devido a alteracdo provocada nos recetores da PTH
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(Goff, 2014). Em caso de ph elevado, o Ca** também apresenta uma maior tendéncia para
formacdo de complexos insoliveis com oxalato, sulfato, fosfato e fluoreto (Morales &
Dehority, 2009)

A alcalose pode ser originada, como foi anteriormente referido, por ingestao excessiva
de catides na dieta no periodo pré-parto, como por exemplo, o K quando sdo fornecidas
grandes quantidades de luzerna aos animais neste periodo ou, por um aumento da
frequéncia respiratéria, como em casos de stress térmico.

O osso é que desencadeia o principal mecanismo tampao em caso de acidose
metabolica. Este sofre uma desmineralizacdo, libertando catides de Ca, de modo a restaurar
o pH (Goff, 2000). Assim, um meio 4cido promove um aumento da concentracdo sérica de
Ca ionizado (Goff, 2014). Contudo, o aumento dos niveis séricos de Ca aumenta a
excrecdo renal deste mineral de 0.5g a 6g por dia, uma vez que a elevada concentragcdo de
hidrogenides (H") no filtrado glomerular dificulta a reabsor¢io de Ca. Se a vaca, no dia do
parto, conseguir aumentar a reabsorcao de Ca, podera assim controlar a hipocalcemia. No
entanto, ainda ndo ha dados cientificos que permitam afirmar se este mecanismo realmente
ocorre (Goff, 2014).

Com o objetivo de promover a acidificagdo metabdlica, com vista a controlar a
hipocalcémia puerperal, podem ser fornecidas dietas anidnicas aos animais que se
encontrem no periodo pré-parto, pelo menos 10 dias antes do parto (Oetzel, 1996b referido

por Thilsing-Hansen et al., 2002).
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2.5 Idade dos animais

Baseado no conhecimento empirico médico-veterindrio sabe-se que quanto mais
velha for a vaca, maior probabilidade esta possui de desenvolver HP. Com o avancar da
idade os osteoblastos tornam-se menos ativos, pelo que existe uma resposta mais lenta a
PTH e, consequentemente, a reabsorcdo dssea € mais demorada, dificultando a reposi¢cdo
da normocalcémia, além de que o ndimero de recetores da PTH no o0sso e no rim bem como
a quantidade de recetores intestinais da 1,25(OH);D também diminuem (Goff, 2000).
Assim, € normal e espectdvel que os casos de HP surjam em multiparas, principalmente a

partir da terceira lactacdo (Goff, 2014).
2.6 Estrogéneos

Apesar de ndo ser um dos principais fatores, estd descrito que a concentracao
plasmética de estrogénios pode promover a HP.

Segundo Goff (2000), os estrogéneos sao potentes inibidores da reabsorcdo Ossea,
dificultando assim a reposic¢ao dos niveis de Ca no pds-parto.

Em condic¢des fisioldgicas normais, o teor de estrogéneos no plasma aumenta
consideravelmente poucos dias antes do parto (Goff, 2000), contudo, podem estar elevados
devido a dieta a que o animal € submetido, contendo por exemplo, alto teor em trevo e/ou

luzernas.
2.7 Raga

A raca dos animais em questdo também € um fator a ter em consideragdo, uma vez
que algumas apresentam maior predisposi¢do para hipocalcemia, como por exemplo, a raca
Jersey. Estes animais produzem leite com maior concentragdo em Ca, quando comparadas
com os bovinos da raca Holstein (Goff, 2014). Esta predisposi¢do acontece muito
provavelmente devido ao fato dos bovinos da raca Jersey possuirem menos 15% de
recetores intestinais para a 1,25(OH)>D (Horst et al, 1997).

Outras ragas, como as Vermelhas-Suecas e as Vermelhas-Norueguesas, também

estdo referenciadas como mais predispostas a incidéncia de hipocalcemia (Goff, 2014)
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2.8 Condigao corporal

Vacas com condicdo corporal superior a 4, numa escala de 0 a 5, possuem 3,3 vezes
maior risco de incidéncia de hipocalcemia (Heuer et al., 1999 referido por Thilsing-Hansen
et al., 2002) provavelmente devido a diminuicdo de ingestdo de alimento no periodo pré-
parto, por falta de apetite (Rukkwamsuk et al., 1999 referido por Thilsing-Hansen et al.,
2002).

3. Hipocalcemia como predisposi¢ao para outras

doencgas

Segundo Goff (2008), hipocalcemia € considerada uma “gateway disease”, pois
leva ao aparecimento de outras afecdes (Goff, 2008), visto que, entre outras funcoes,

compromete sobretudo a contractura da musculatura lisa e estriada (Almeida, 2015).
3.1 Distécia

Considera-se como parto distécico, aquele que necessita de intervencdo humana
para que haja a expulsdo do feto por necessidade de tracdo (Noakes et al., 2001), ou aquele
em que o vitelo ndo possui a apresentacao, postura e/ou posi¢do correta, o que corresponde
entre 13% a 22% dos casos. As consequéncias que podem advir de um parto destes sdo:
maior morbilidade e maior probabilidade de mortalidade, principalmente do vitelo mas
também da progenitora, bem como maior comprometimento nos indices de fertilidade
futuros (Funnell & Hilton, 2016).

Os principais fatores de risco para a distdcia sdo: a desproporcdo feto-maternal e a
paridade, pois estudos realizados por Waldner ez al. (2015) referem que as primiparas
possuem maior incidéncia de distécia, cerca de 17,3%, quando comparadas com as
multiparas, 2,9% - 4,7% (Waldner et al., 2015 referido por Funnell & Hilton, 2016).

Estudos realizados por Proudfoot et al. (2009), concluiram que vacas com partos
distécicos ingerem menos alimento e dgua, sobretudo nas 24 horas antes do parto, quando

comparadas com vacas com partos eutdcicos, muito provavelmente devido a dor acrescida
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por o vitelo ndo se encontrar na apresentagdo ou posicao correta. A reducdo da ingestao de
alimento terd influéncia na concentragdo sérica de cdlcio, contribuindo para a HP (Sheehy
etal.,2017).

Em caso de hipocalcemia hda uma diminuicdo da capacidade contractil da
musculatura lisa e uterina, originando atonia e inércia uterina (Almeida, 2015), ou seja, a
hipocalcemia predispde para um parto distécico por inércia uterina, bem como a distdcia

poderd potenciar a hipocalcemia por uma diminui¢do da ingestdo de matéria seca.
3.2 Prolapso uterino

O prolapso uterino nos bovinos ocorre sobretudo no pds-parto, nas primeiras 12 a
24 horas. A hipocalcemia reduz a tonicidade do miométrio (Miesner & Anderson, 2008),
bem como retarda a involucdo da cérvix, o que é considerado como um importante fator
para o aumento da incidéncia desta lesdo (Richardson ef al., 1981). E importante referir
que a extracdo manual do vitelo, ou a tentativa forcada de extracdo das membranas fetais,
constituem fatores predisponentes para a ocorréncia desta patologia (Miesner & Anderson,
2008)

Segundo estudos realizados por Risco et al. (1984), num grupo de 53 vacas que
sofreram um prolapso uterino, as quais foram colhidas amostras de sangue para medi¢do de
Ca, 44 (83%) apresentaram hipocalcemia. Destas, 10 (19%) apresentaram hipocalcemia
severa ( < 4 mg/dl Ca), 15 (28%) apresentaram hipocalcemia moderada (< 4,1-6,0 mg/dl
Ca) e 19 (36%) dos animais apresentaram hipocalcemia suave (< 6,1-7,9 mg/dl Ca). Destes
53 animais avaliados, 9 eram primiparas contudo ndo foram detetadas variacdes de Ca
significativas, o que lhes levou a concluir que a hipocalcemia estd associada a incidéncia

de prolapso uterino sobretudo em multiparas.
3.3 Deslocamento de abomaso

O impacto econdémico provocado pelo deslocamento de abomaso (DA) nas
exploracdes € considerdavel, devido aos custos associados ao tratamento, ao aumento da
taxa de refugo e a diminuicdo da producdo de leite (LeBlanc, et al., 2005 referido por

Oliveira, 2011).
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O deslocamento de abomaso € uma patologia frequente, sobretudo nas exploragdes
leiteiras. Em condicdes normais, o abomaso possui liquido e localiza-se ventralmente no
abdomen (Van Winden et al., 2002), com o piloro estendido para o lado direito
caudalmente ao omaso (Goff & Horst, 1997a). O abomaso pode deslocar a esquerda ou a
direita, possuindo esta ultima um pior progndstico pela maior probabilidade de ocorrer
uma tor¢ao, contudo, cerca de 90 % dos casos sao a esquerda (Shaver, 1997).

A hipocalcemia aumenta o risco de deslocamento de abomaso, muito
provavelmente devido a diminuicdo da motilidade ruminal e abomasal, que a caréncia
deste mineral provoca (Shaver, 1997), o que foi confirmado por estudos realizados por
Daniel (1983). Devido a essa falha na contratibilidade abomasal, hd acumulacdo de gas,

levando a distensao do abomaso (Goff & Horst, 1997a).
3.4 Retencdao de membranas fetais

A retencdo de membranas fetais € uma ocorréncia bastante frequente na clinica de
espécies pecudrias. Apesar de ndo ser um caso de urgéncia, ndo pode ser negligenciado,
visto que pode comprometer o fun¢do reprodutiva do animal no futuro, pelo fato de os
animais que tenham sido alvo desta patologia, possuirem 6 vezes mais probabilidade de
desenvolver uma metrite (Smith & Risco, 2005).

Antes que haja a expulsdo propriamente dita € necessario que ocorram Vvdarias
etapas, como dissolu¢do do colagénio do tecido conjuntivo e presenca de células
polimorfonucleares (neutr6filos) nos placentomas, reducdo do aporte sanguineo e
contracdo da musculatura uterina (Smith & Risco, 2005). Sdo nestes ultimos dois pontos,
que a hipocalcemia pode ser um problema. O Ca, como j4 foi referido iniumeras vezes, €
fundamental para a contracdo do musculo liso e estriado esquelético, assim, a contragdo da
musculatura uterina ird ser bastante dificultada, ou até mesmo impedida, caso os niveis de
Ca do animal se encontrem abaixo do desejado.

Por outro lado, a quantidade de neutréfilos em circulagdo diminui a medida que o
animal se aproxima do parto, recuperando apenas 2 a 3 semanas pos-parto (Kehrli ez al.,
1989a,b referido por Kimura et al, 2006). Segundo Kimura & Goff (2002) vacas que foram
sujeitas a remocdo cirdrgica da glandula mamaria, ndo desenvolveram hipocalcemia e por
sinal manifestaram um grau menor de imunossupressio (Goff and Kimura, 2002;

Nonnecke et al., 2003 referidos por Kimura et al., 2006).
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3.5 Mastite

A mastite € a causa mais frequente de antibioterapia nas exploracdes dos EUA, em
2007 estima-se que s6 neste pais cerca de 9 milhdes de vacas foram tratadas para a mastite
(Pol and Ruegg, 2007), lesdo que diminui a longevidade do animal e aumenta a taxa de
refugo na exploracdo (Polat et al., 2010).

As mastites clinicas, especialmente originadas por coliformes, t€m maior incidéncia
no primeiro més de lactacdao, provavelmente resultado de uma infe¢do ainda no periodo
seco ou no inicio da lactagao (Goff & Horst, 1997a).

A atividade do sistema imunitario estd diminuida desde uma semana antes até uma
semana depois do parto. Na primeira semana de lactacdo, a eficicia da atividade dos
neutréfilos estd diminuida, bem como a capacidade de producdo de anticorpos pelos
linfécitos, por outro lado 7 a 10 dias antes do parto, o teto perde a queratina que sela o seu
canal, o que facilita a infecao (Goff & Horst, 1997a).

A hipocalcemia pode promover também a incidéncia de mastites, uma vez que
prejudica a contragdo do miusculo liso, ou seja, hd uma perda de ténus do esfincter do teto,
facilitando a entrada de microorganismos (Goff & Horst, 1997a), além de que o Ca ¢é
fundamental na ativacdo das células imunitérias (Kimura et al., 2006). Assim, uma vaca
com hipocalcemia possui um risco 8 vezes superior de desenvolver uma mastite (Curtis et

al., 1983 referido por Castro, Ribeiro, & Simdes, 2009).

3.6 Metrite e endometrite

Durante o parto a contaminagdo bacteriana do ttero € inevitavel e, por vezes, 0s
mecanismos de defesa do animal nd3o conseguem neutralizar esses agentes invasores
(Smith & Risco, 2005) como Escherichia coli, Trueperella pyogenes e Fusobacterium
necrophorum (Bicalho et al., 2012). A metrite € definida como a inflamag¢do de todas as
camadas da parede uterina e aumento do tamanho do ttero. Endometrite caracteriza-se por
ser uma inflamacdo que estd limitada ao endométrio, e o tUtero apresenta um tamanho
préximo do normal (Sheldon et al., 2006).

Como referido anteriormente, o Ca intracelular € fundamental para a ativacdo das

células imunitarias, bem como para o desempenho correto da sua funcdo, uma vez que
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contribui para a regulacdo da proliferacdo celular, producdo de citoquinas, e também para a
expressdo dos recetores dessas citoquinas (Kimura et al.,2006)

Em 2012, Martinez et al., verificaram que vacas com hipocalcemia subclinica t€m
uma menor quantidade de neutréfilos em circulagdo, além disso a sua eficiéncia estd
comprometida, o que predispde estes animais para a ocorréncia de processos infeciosos,
como por exemplo uma metrite quando comparados com animais normocalcémicos
(Martinez et al., 2012). Um estudo conduzido pelo mesmo autor em 2014, verificou que
animais que foram sujeitos a hipocalcemia subclinica induzida, tinham neutréfilos com
citosol com menor teor de Ca ionizado, o que afeta a fagocitose (Martinez et al., 2014
referido por Martinez et al., 2016), e por isso, é também um importante fator a ter em conta
nas reten¢oes de membranas fetais.

Outros estudos verificaram que a administracdo subcutanea de Ca apds o parto
diminuiu a incidéncia de metrite e endometrite puerperal (Amanlou et al., 2016), e que por
cada 1 mg/dl de Ca a mais na corrente sanguinea, o risco relativo de desenvolvimento de
metrite reduz cerca de 22% (Martinez et al., 2012)

Deste modo, percebe-se que quando o animal estd em hipocalcemia, a atividade
imunitaria estd comprometida, devido a importincia deste mineral no desenrolar da
resposta imune. Contudo, existem outros fatores que neste periodo, aliados a hipocalcemia,
potenciam a ocorréncia de metrite ou endometrite, como as elevadas necessidades

nutricionais ou o stress a que o animal estd sujeito (Sordillo and Aitken, 2009).

3.7 Cetose

No inicio da lactag@o, a quantidade de energia didria que a vaca necessita € inferior
a quantidade que consegue obter diariamente através da dieta (Goff & Horst, 1997a), o
animal é obrigado a mobilizar reservas corporais, resultando num aumento da concentracao
sérica e urindria de corpos ceténicos como o B-hidroxibutirato, acetona e acetoacetato,
resultantes da B-oxidacdo de acidos gordos ndo-esterificados (Herdt, 2000 referido por
Rutherford et al., 2016), uma vez que esses acidos gordos, originados pela mobilizacdo de
reservas corporais, quando na presenca de concentracdes baixas de glucose ndo sao
totalmente oxidados no figado, provocando um excesso de acetil-coa que ndo ¢é
metabolizado no ciclo de krebs (Peek & Divers, 2008; Radostitis, Gay, Constable &
Hinchcliff, 2007a, referidos por Oliveira, 2011a)

A cetose € definida como uma elevada concentracao sérica de corpos ceténicos.
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Podemos classificar a cetose como primdria ou secunddria e clinica ou subclinica.
A cetose primdria deve-se ao balanco energético negativo que naturalmente ocorre no
inicio da lactacdo, e por esse motivo hd necessidade de recorrer as reservas corporais, ja a
cetose secunddria, deve-se também a mobilizagdo dessas reservas corporais mas por
ocorréncia de outra patologia, que por sua vez diminui a capacidade de ingestdo do animal
(Smith 2009 referido por Marques, 2013).

Na cetose clinica, além do aumento da quantidade de corpos ceténicos, o animal
apresenta sinais clinicos como inapeténcia, perda excessiva e rdpida de condicdo corporal e
fezes secas. Na cetose subclinica, apesar dos niveis de corpos cetonicos estarem acima do
desejdvel, ndo hd evidéncia de sinais clinicos (Gordon et al., 2013).

Atualmente o método mais indicado para determinar a concentragdo sérica de
corpos ceténicos € através da medi¢do de B-hidroxibutirato no plasma. Para os valores
entre 1,2 e 2,9 mmol/L considera-se que o animal estd em cetose subclinica e acima de 3.0
mmol/L considera-se como uma cetose severa (Rutherford er al., 2016).

Estudos realizados em ovelhas por Schlumbohm & Harmeyer (2003) revelaram que
o turnover da glicose estd diminuido em animais com cetose, € que essa diminui¢do €
agravada se os animais estiverem em hipocalcemia, independentemente do estado
reprodutivo, ou seja, a hipocalcemia diminui a produ¢do endégena de glicose.

Quando a quantidade de glicose disponivel no organismo nio € suficiente para
suprimir as necessidades, hd um estimulo para mobilizacdo de reservas do organismo, o
que tem como consequéncia um aumento de corpos ceténicos no sangue € na urina
(Schlumbohm & Harmeyer, 2003).

A influéncia da hipocalcemia, por si s6, na producdo de glicose ndo parece ser
relevante, contudo, € mais um fator que destabiliza a homeostase da glicose (Schlumbohm
& Harmeyer, 2003), aumentando o risco de uma possivel cetose.

Como terapéutica, o mais frequente € a administracio de dextrose por via
intravenosa e/ou administracdo por via oral de um percursor da glicose, como o
propilenoglicol.

Segundo varios autores, o melhor método € a profilaxia através da administragcao de
um dispositivo intra-ruminal de libertacao lenta de monensina-sédica. Este composto € um
ion6foro produzido por linhagens de Streptomyces cinnamonensis, possuindo assim
propriedades antimicrobianas, inibindo as bactérias gram (+) produtoras de acetato,
butirato e formato. Por outro lado, as bactérias gram (-) produtoras de sucinato, precursor

do propionato sdo resistentes a este composto (Bergen & Bates, 1984), contribuindo para
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um menor balanco energético negativo, o que reduz a probabilidade da incidéncia de
cetose.
De um modo geral, podemos resumir a hipocalcemia e as consequéncias resultantes

no animal pela figura 5.

Hipocalcémia
| da fun¢io muscular | funcio :imuniu'ria
\ % \\\\“\\‘T\:“““‘— —rtt SEN | contragio
| da motilidade do rimen e TGI = | motilidade uterina “.insfincter do teto
\ ¥ v B ¢
| da ingestio de alimento T Prolapso 1 distécia *RP | mastites
/ \ uterino |
& Vv = vV V
do balan i 3 -
R s ".pk“o b ?N.d'mo 1 metrite
energético ruminal leiteira
0 f
\/ \/
T cetoze
DA | involugio uterina
* figado gordo \ N
N
. reproducio « reprodugio

Figura 5 - Consequéncias da hipocalcemia. | - Diminui¢@o da incidéncia, 1- Aumento da
incidéncia, RP- Retencdo placentéaria, DA — Deslocamento do abomaso, TGI — Trato

gastrointestinal. (Esquema adaptado de Mulligan et al., 2006 referido por Almeida 2015).

4. Sinais clinicos

4.1 Hipocalcemia subclinica

O reconhecimento da hipocalcemia subclinica continua a ser um dos grandes
desafios nas exploragdes, pois a concentracao sérica de Ca estd diminuida (< 8.0 mg/dl),
mas ndo hd manifestacdo de sinais clinicos. A hipocalcemia subclinica representa um
prejuizo muito superior que a hipocalcemia clinica, uma vez que os efeitos adversos da
hipocalcémia estdo presents contudo existe dificuldade de diagnéstico pela inexisténcia de

sinais clinicos (Oetzel, 2013).
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4.2 Hipocalcemia clinica

A hipocalcemia clinica, ao contrdrio da subclinica, deve ser das afecdes que os
veterindrios e os produtores mais facilmente identificam devido a sua elevada incidéncia.

Nestes casos, os sinais clinicos podem ocorrer desde as 24 horas antes do parto até
72 horas pds-parto (Divers & Peek, 2008 referido por Oliveira, 2011).

Pode-se fazer uma classificacio em trés graus, consoante os sinais clinicos
apresentados (Oetzel, 2013):

L Evidéncia de sinais clinicos como: tetania, hiperexcitabilidade,
fraqueza e ataxia dos membros posteriores, contudo o animal ndo
esta em decubito;

I. =~ O animal apresenta-se em decubito esternal, paralisia parcial,
depressao moderada a severa e cabeca por vezes debrucada sobre o
flanco;

IIL O animal encontra-se em decubito lateral, depressdo severa,
totalmente paralisado. Auséncia de reflexo pupilar e anal, atonia
ruminal, pelo que os animais podem apresentar timpanismo,
auséncia de miccao e defecacdo e hipotermia (Radostitis et al., 2007
referido por Almeida 2015). Sdo casos de urgéncia, pois se nao

forem tratados morrem em poucas horas.
5. Diagnostico

Para diagndstico de hipocalcemia € necessdrio recolher uma amostra de sangue do
animal, e enviar para laboratério para medi¢do de Ca total ou de Ca ionizado, onde os
valores de referéncia sdo apresentados pela tabela 1. Dado o custo das andlises, as
medigdes de Ca total sdo as mais frequentes na pratica clinica, embora necessitem de uma
interpretacdo mais atenta, uma vez que um animal com hipoalbuminémia apresentard uma
diminuicdo do Ca total, contudo, a fracdo biologicamente ativa, a ionizada, pode

permanecer inalterada (Goff, 2014).
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Tabela 1- Valores séricos de referéncia da concentragdo de Ca total segundo Goff (2014).

Classificacao Ca Total

Normocalcémia 8,0-10 mg/dl 2,1-2,5 mmol/L
Hipocalcémia subclinica 5,5-8,0 mg/dl 1,38-2,0 mmol/L
Hipocalcémia severa 0-5,4 mg/dl 0-1,37 mmol/L

6. Op¢oes terapéuticas

O tratamento da hipocalcemia deve ser realizado o quanto antes, especialmente se o
animal de encontrar em decuibito, uma vez que a pressido exercida pelo peso do animal,

causa compressdo dos nervos periféricos e misculos podendo progredir para necrose

(Gofft, 2008).

6.1 Administracdo intravenosa de calcio

O método mais rapido para repor a normocalcémia € a administrag@o intravenosa de
sais de Ca, como por exemplo o borogluconato de calcio, utilizando uma dose de
referéncia de 2g Ca/ 100Kg. A taxa de administracdo deve ser de cerca de 1g/min, pois
uma administragao demasiado rdpida pode provocar uma arritmia fatal (Goff, 2008).

Segundo Goff (2008), este método mantém os niveis séricos de Ca acima do limite
minimo por cerca de 4 horas, como se pode observar pelo grafico 3. J4 Le Blanc et al.
(2014) verificaram que ao administrar 500 ml de gluconato de Ca a 23% pode prolongar
este periodo até as 10 horas apds tratamento. Contudo, também constataram que 24 horas
apods a administracdo intravenosa de sais de Ca, os niveis séricos de cdlcio eram inferiores
ao grupo de controlo, que ndo recebeu qualquer tratamento, o que leva a crer que a
administra¢do intravenosa de Ca € necessdria, mas por si sé insuficiente para repor a

normocalcémia. Este método pode ser associado com administragdo oral de cdlcio.
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Grafico 3- Efeito da administracdo intravenosa com 10.8g de Ca, na concentracao
plasmética de calcio em bovinos da raga Jersey com hipocalcemia clinica (Adaptado de

Goff, 1999 referido por Oetzel, 2013)

6.2 Administracdao subcutanea de calcio

A administracdo de Ca por via subcutianea € possivel, contudo, a absor¢ao pode
variar, uma vez que o fluxo sanguineo periférico estd muitas vezes comprometido. Por
cada local de administrag@o, a quantidade de Ca administrada ndo deve exceder 1.5 g, o

que equivale a cerca de 50-70 ml na maioria das preparagdes comerciais (Goff, 2008).
6.3 Administracdo intramuscular de calcio

A via intramuscular também € mencionada pela literatura como possivel para o
tratamento da hipocalcemia, utilizando por exemplo lactato de Ca ou levulinato de Ca, no
entanto, devido ao risco de necrose, a quantidade de cdlcio por local de administracio é
reduzida, entre 0.5-1.0g, exigindo cerca de 6 a 10 locais distintos de administracdo o que

pode ter um impacto negativo na qualidade da carne (Goff, 2008).
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7. Prevencao

7.1 Dietas anidnicas

Ender et al. (1971), verificaram que a adicdo de 4cidos inorganicos a alimentagdo
das vacas no pré-parto reduzia a incidéncia de hipocalcemia clinica. Assim, concluiram
que a incidéncia desta patologia esté relacionada com a quantidade de catides (Na* e K),
em relacdo a de anides (Cl e SO42') (Ender et al, 1971 referido por Horst et al., 1997).

A maioria dos catides presentes na alimentacdo dos bovinos sdo Na*', K*', Ca*e
Mg+2, e anides sao Cl'l, SO4‘2, PO.>. Os catides e anides presentes na dieta, ao serem
absorvidos, alteram o equilibrio 4dcido-base da corrente sanguinea e consequentemente o ph
do sangue (Goff, 2008).

A excepcio do K e do Cl, todos os outros minerais podem ser incorporados na dieta
a taxas fixas (Na 1,2 g/Kg; Ca 8,5-10 g/Kg; Mg 3,5- 4 g/Kg; P 4 g/Kg; S < 4 g/Kg),
contudo, € necessdrio ter em atencdo a quantidade de P na dieta, pois uma incorporagdao
superior a 80 g/dia bloqueia a producgado renal de 1,25(OH)2D (Goff, 2008). Para célculo da
diferenca de catides e anides na dieta (DCAD), a férmula mais utilizada € DCAD (meq) =
(Na + K) — (C1 + S) (Thilsing-Hansen et al., 2002) sendo a DCAD recomendada cerca de -
100meq (Horst et al., 1997).

Um DCAD negativo reduz a incidéncia de hipocalcemia clinica abaixo dos 20%,
mas no caso desta diferenca ser positiva, a incidéncia desta patologia pode variar entre os 0
e os 80% (Thilsing-Hansen et al., 2002). A dieta aniénica reduz o ph sanguineo,
aumentando a resposta dos recetores da PTH (Goff, 2014).

A dieta anidnica deve iniciar-se pelo menos 10 dias antes do parto (Oetzel, 1996
referido por Thilsing-Hansen et al., 2002), contudo este método apresenta uma grande
desvantagem, que € a palatibilidade da dieta o que reduz a ingestdo de matéria seca (Oetzel
& Barmore, 1993 referido por Franco, 2016).

Como controlo, um ph urindrio entre 5,5 e 6,2 € indicador de uma administracao

bem-sucedida de sais anidnicos (Thilsing-Hansen et al., 2002).
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7.2 Dietas reduzidas em calcio

Outro método de prevencao possivel, recorrendo a alimentacdo dos animais, é uma
dieta com teor de Ca reduzido.

Um bovino de leite no periodo seco possui uma baixa necessidade em Ca, cerca de
14 g/dia no caso dos bovinos da raca Jersey, até 22 g/dia nos bovinos da raca Holstein
(Goff, 2008), de modo que a alimentagdo € suficiente para suprimir as suas necessidades
inativando os mecanismos de homeostasia de Ca (Horst ef al., 1994 referido por Franco,
2016).

Ao ingerir uma dieta pobre em Ca, a vaca ndo obtém o suficiente para suprimir as
suas necessidades, isto provoca uma diminuicao nos niveis séricos de célcio, estimulando a
libertacdo de PTH, que por sua vez estimula a reabsorcao Ossea e a produgdo renal de
1,25(0OH)2D, responsavel pela absorcdo intestinal de Ca. Deste modo, no momento do
parto, os mecanismos de homeostasia de Ca, nomeadamente os osteoclastos, ja se
encontram ativos, bem como os enterocitos. Mesmo em caso de alcalose metabdlica, ha
uma redu¢do, mas apenas parcial, da sensibilidade dos recetores da PTH (Goff, 2008).

Este método € mais fécil de aplicar em exploracdes onde os bovinos se encontram
em pastoreio, uma vez que as gramineas possuem menos de 4 g/Kg de Ca, o que perfaz um
total de 28 g/dia de Ca ingerido, admitindo que a ingestdo didria de matéria seca ronda os 6
-7 Kg. Em exploracgdes intensivas, o produtor pode recorrer a sequestrantes de Ca que se
ligam a este mineral promovendo a sua excre¢do pelas fezes, diminuindo assim a sua

absorcdo. Esta dieta deve ser retirada logo apds o parto (Goff, 2008).

7.3 Vitamina D e os seus metabolitos

A administrac@o de vitamina D ou dos seus andlogos, pode ser util na prevencado da
hipocalcemia, uma vez que aumenta a absorc¢do intestinal de Ca (Goff, 2008), contudo o
seu uso € controverso, uma vez que a sua eficicia € bastante varidvel e a dose exigida estd
bastante préxima da dose toxica, originando sinais clinicos como anorexia, perda de peso,
taquicardia, dispneia e calcificacdo dos tecidos moles. (Thilsing-Hansen et al., 2002).

A dose recomendada estd entre as 20-30.000 Ul/dia, durante os 14 dias que
antecedem o parto. Estudos anteriores sugeriam a administra¢do didria de doses superiores

a 10 milhdes de unidades de vitamina D, porém, verificou-se que doses entre 500 mil a 1
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milhdo de unidades induziam hipocalcemia clinica, devido ao feedback negativo exercido
pelas elevadas concentragdes de 1,25(OH)2D e 25-OH vit. D na secrecdo de PTH, e sintese
renal de 1,25(OH)2D (Goff, 2008).

A administracdo de 1,25(OH);D e andlogos pode ser mais efetivo e seguro que a
utilizacdo de vitamina D, neste caso, o feedback negativo exercido no rim pode ser
minimizado, retirando a administra¢do deste farmaco, lentamente durante os primeiros dias

pos-parto (Goff, 2008).
7.4 Administragao de calcio oral

A administracdo de solucdes de Ca por via oral € algo bastante comum, no entanto
a sua eficacia estd dependente da capacidade de absor¢do do trato gastrointestinal. Essa
absor¢do acontece com recurso a dois mecanismos ji aqui mencionados, o ativo que
depende de 1,25(OH).D, e o paracelular que depende do gradiente de concentracdao (Goff
& Horst,1993). Ambos os mecanismos foram descritos no ponto 1.3 na pédgina 5.

Este método recorre sobretudo a via paracelular, uma vez que aumenta a
concentracdo de Ca no lumen intestinal acima de 1 mM, valor que representa, em média, a
concentracdo extracelular de Ca. A absor¢do paracelular pode também ocorrer no rimen,
se a concentragdo intra-ruminal de Ca for superior a 1,5 mM (Holer et al referido por Goff
& Horst, 1993).

Estudos realizados por Goff & Horst (1993), onde utilizaram cloreto de Ca,
propionato de Ca e carbonato de Ca, verificaram que o CaCl, foi o sal com melhor
desempenho a elevar a concentracdo plasmdtica de cdlcio e que a facilidade de absor¢do
dos mesmos estéd relacionada com a sua facilidade de solubilidade na dgua. Neste caso, a
absorcao de Ca no rumen considera-se limitada, uma vez que a soluc¢do ird ser rapidamente
diluida diminuindo a concentracdo intra-ruminal abaixo de 1,5 Mm, apesar de se suspeitar
que o elevado poder osmoético da solucdo estimule o reflexo da goteira esofédgica, e que
parte da solucdo administrada possa chegar diretamente ao abomaso, evitando a diluicao
no rumen. Todavia, por cada 24h ndo devem ser administradas mais de 288g de CaCl:
devido ao risco de originar uma acidose metabdlica. J4 o propionato de Ca, apesar da
razodvel eficdcia no aumento da calcémia, exige cerca de 800ml de dgua para diluir 50g
deste sal o que torna a sua utilizagdo pouco pratica (Goff, 1993). O CaCly, por outro lado,
também ¢é bastante cdustico podendo originar ulceras na mucosa bucal e na mucosa

digestiva (Horst et al., 1997)

29



Avaliando as altera¢des nos niveis séricos de Ca, a administragdo oral de 100 g de
Ca equivale a administracdo de 8 a 10g de Ca por via intravenosa, em particular, a
administracdo oral de 50g de Ca na forma de cloreto de calcio em 250ml de dgua, equivale
a administrar por via intravenosa 4g do mesmo sal (Goff, 1993).

Segundo Goff (2008) a administra¢do oral de Ca, por si s6, ndo deve ser encarada
como tratamento mas sim como método preventivo. Sdo diversas as formulacdes
disponiveis no mercado, quer em forma de bolo, gel, pasta ou liquido. As formas liquidas
tém a desvantagem de poderem ser aspiradas, provocando pneumonias por falso trajeto (T.

Thilsing-Hansen et al., 2002), enquanto os bolos orais evitam esse risco (Pehrson &

Jonsson, 1991).
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II. Trabalho experimental

1. Introducdo

Ao longo dos anos, numa tentativa de acompanhar as exigéncias do mercado e tornar
as exploracdes mais rentdveis, os produtores foram obrigados a trabalhar e a selecionar
animais com maior produtividade. Ora, essa exigéncia produtiva torna esses animais mais
suscetiveis a incidéncia de determinadas doengas, como a hipocalcemia puerperal (HP).

A maioria dos bovinos com aptidio leiteira, passam por algum grau de
hipocalcemia. De acordo com estudos realizados nos EUA a incidéncia de hipocalcemia
subclinica em vacas leiteiras multiparas ronda os 50% (Goff, 2014), comecando a ser um
problema a partir da segunda lactac@o (Oetzel, 2015). A grande questdo estd na capacidade
dos mecanismos de homeostasia do Ca contrariarem este estado, sendo que, quando isto
ndo acontece, prosseguem para um estado mais grave de hipocalcemia, que se torna num
sério problema para o animal e para o produtor (Franga, 2013). Cada caso clinico de vaca
caida nos EUA custa cerca de 334 US$ (Rebhund referido por Corbellini, 1998).

Na exploracdo onde decorreu o presente estudo, sentiu-se a necessidade que todos
os protocolos, incluindo os profiléticos, fossem de certo modo estandardizados, de forma a
que tenham mais fécil execugdo e que se insiram de forma harmoniosa com a rotina. A
prevencao da hipocalcemia ndo € exce¢do, e ha alguns anos que o médico veterinario
responsavel procura uma solugdo nesse sentido.

Um estudo anterior realizado por Franco (2016) permitiu descontinuar a
administracdo sistemdtica de solucdes de cdlcio, por via endovenosa, a todas as vacas
multiparas. Neste caso, estudou-se a utilizacdo de bolos intra-ruminais, utilizando o
produto com o nome comercial bovikalc®, onde as diferentes posologias surgem da ideia
de verificar qual o melhor método com a melhor relacdo méao de obra/preco/eficiéncia.

O bovikalc® € constituido por cloreto de célcio, que € uma fonte Ca de rapida
absor¢do e por sulfato de cdlcio que possui maior relevo como substancia de suporte do
que nutritiva. Devido ao fato do cloreto de cdlcio ser agressivo para as mucosas, este bolo é
revestido por uma pelicula de gordura (Gilles, 2013).

A posologia sugerida pelo fabricante, inicialmente consistia na administracio de 4
bolos, onde o 1° deveria ser administrado aos primeiros sinais de parto, o 2° imediatamente

apOs o parto, o 3° 12-15h ap6s o partoe 04° 24-30h apds o parto. Recentemente, o
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protocolo recomendado pelo fabricante foi reduzido a apenas 2 bolos, 1° imediatamente
apods o parto e o 2° 12h apds o parto.
Assim, este estudo surge na sequéncia do de Franco (2016), em busca de uma

estratégia preventiva, econdmica, pratica e uniforme da HP.
2.0bjetivos

v" Verificar o efeito dos protocolos em estudo na prevencio de hipocalcemia clinica e

subclinica;

3. Materiais € métodos

3.1 Amostra

Para a amostra do presente estudo, foram seleccionadas todas as vacas com pelo
menos uma lactacdo, que pariram entre 20 de setembro de 2016 e 31 de janeiro de 2017, o
que se traduziu num total de 104 animais. Para que cada grupo ficasse equilibrado todos os
animais foram divididos tendo em conta o nimero de lactacdes e raca, como demostra a
tabela 2, grupo Z (n=27), grupo B1 (n=25), grupo B11 (n=26) e grupo B2 (n= 26). E
importante referir que os animais procross sao individuos fruto desse programa, uma vez
que procross ndo € uma raga, mas sim o nome de um programa de crossbreeding que
utiliza as vacas Holstein existentes, e reprodutores Montbeliard e Vermelhas Suecas. Na
amostra deste estudo 32% dos animais sdo Procross e 68% sao Holstein, como se pode
verificar pelo grafico 4.

Os animais que entraram em hipocalcemia antes do parto, ou até s 24h pds-parto,
foram excluidos do estudo.

Os bolos utilizados apresentam como nome comercial bovikalc®. Cada bolo pesa
cerca de 192 g contendo 43g de Ca na forma de cloreto de célcio (71%) e de sulfato de

célcio (29%) (Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.).
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Tabela 2 - Distribuicdo dos animais que compdem a amostra pelos diferentes grupos

respectivo n° de lactagdes e raca.

N° de animais por grupo consoante o n° de  Holstein Procross Total
lactacoes

animais

1| 2| 3 | 4 5 6

Z 100 8] 5 3 1 o 18 9 27

B1 o 6| 5 3 1 1| 19 6 25

B11 100 7] 5 3 1 o] 17 9 26

B2 o 8| 4 | 4 1 of 17 9 26
Raca

Griéfico 4- Distribuicdo dos animais constituintes da amostra em funcdo da raca.

3.2 Desenho experimental

A cada vaca pertencente ao estudo, como se pode constatar pelas figuras 6 e 7, foi
aplicada uma marca auricular, onde a cor dessa marca indica a que grupo do estudo
pertence o respetivo animal:

» Grupo Z — Marca branca;
» Grupo B1 — Marca azul;
» Grupo B11 — Marca verde;

» Grupo B2 — Marca amarela.
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Figura 6 — Marcas auriculares e Figura 7 — Animal do grupo B1 com

respetivo alicate de aplicacdo. marca auricular azul.

Os animais de cada grupo foram sujeitos aos seguintes procedimentos:

» Grupo Z — Nio foi realizado qualquer procedimento;

» Grupo Bl — Administragao de um bolo intra-ruminal logo apds o parto ou
assim que se verificasse que o animal tivesse parido;

» Grupo B11 - Administra¢do de um bolo intra-ruminal logo apds o parto ou
assim que se verificasse que o animal tivesse parido, e outro bolo no dia
seguinte de manha apds a ordenha;

» Grupo B2 - Administra¢do de dois bolos intra-ruminais logo apds o parto ou
assim que se verificasse que o animal tivesse parido.

Foram recolhidas amostras de sangue a todos os animais no momento do parto, ou
assim que se verificou que o parto tivesse ocorrido, € nos dois dias seguintes de manha
ap0s a ordenha. Para mais ficil interpretacdo designamos a primeira amostra por Oh, a
segunda amostra por 24h e a terceira amostra por 48h. Porém, cada uma destas amostras
nao foi colhida rigorosamente passadas essas horas do parto mas da seguinte forma: A
primeira amostra (Oh) foi colhida apds o parto, quando este foi assistido, ou apds a ordenha
da manhd apds o parto; a segunda amostra (24h) foi colhida ap6s a ordenha da manha do
dia seguinte apds o parto; a terceira amostra (48h) foi colhida apds a ordenha da manha do
segundo dia apds o parto. Os intervalos entre as colheitas das amostras e as administra¢des
de bovikalc® foram constantes em todos os grupos nos trés momentos.

Estas amostras foram colhidas para um tubo de ensaio e seguidamente
centrifugadas durante 15 minutos a 2000 rotagdes por minuto. O plasma foi transferido
para um tubo eppendorf de 1,5 ml como se pode observar pela figura 9 e armazenado num
congelador a -20 C°, seguindo posteriormente para laboratorio recorrendo a uma

embalagem de transporte térmica igual 4 representada na figura 10 para medi¢ao de Ca
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total pelo método “ABX Pentra Calcium AS CP” cujo protocolo é apresentado no anexo

I1I.

Figura 8 — Centrifuga utilizada no processamento das colheitas de sangue.

Figura 9 — Tubo com amostra de sangue apds ter Figura 10 — Embalagem
sido centrifugado, ja com o plasma separado no térmica de transporte das
tubo eppendorf, identificado e pronto para seguir amostras para o laboratério.

para laboratério.
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4. Resultados

Os resultados apresentados foram testados através de a realizagdo de um teste anova
mista cujos pressupostos sdo apresentados no anexo L.

A normalidade da distribui¢do foi testada pelo teste de shapiro-wilk, resultando
num p value > o = 0,05 ou seja, todos 0s grupos nos trés momentos de medicao apresentam
uma distribuicao normal.

Quanto a homogeneidade da varidncia entre grupos nos vdrios momentos de
colheita de amostras, testada pelo teste de levene, verificou-se um p value > o = 0,05 pelo
que existe homogeneidade de variancia entre os grupos em cada um dos 3 momentos de
recolha de calcio.

Ja em relacdo a esfericidade, testada pelo teste de mauchly's w., verificou-se um p
value < a = 0,05 assumindo-se a ndo existéncia de esfericidade, tendo de se utilizar as
correcOes epsilon. No entanto, como a média entre as corre¢des epsilon de greenhouse-
geisser € huynh-feldt é maior que 0,75 (0,834 + 0,884/2=0,859), pode assumir-se a
esfericidade.

No que diz respeito a normalidade dos residuos, € assumida a normalidade das
distribui¢des, uma vez que os residuos apresentaram assimetrias (sk/ep) < 3| e
achatamentos (ku/ep) < [3].

Quanto aos resultados, na tabela 3, sdo apresentados os descritivos das médias de

Ca por grupo em cada momento da recolha.
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Tabela 3 - Descritivos das médias de célcio por grupo em cada momento de recolha, bem

como o desvio padrdo de cada situacao

Calcio (mg/dl) Grupo N Média Desvio-padrao

0 horas Z 19 6,862 0,242
B2 21 6,470 0,230

B11 19 6,503 0,242

B1 21 6,628 0,230

Total 80 6,612 1,046

24 horas Z 19 6,775 0,230
B2 21 7,070 0,219

B11 19 7,033 0,230

B1 21 7,213 0,219

Total 80 7,029 0,997

48 horas z 19 7,616 0,208
B2 21 7,530 0,198

B11 19 7,721 0,208

Bl 21 7,505 0,198

Total 80 7,589 0,895

Observa-se que na recolha as 0 horas, o grupo que apresentou uma média de célcio
mais elevada é o Z (M=6,862; DP=0,242), seguido do B1 (M=6,628; DP=0,230), do B11
(M=6,503; DP=0,242), sendo o B2 o grupo que apresentou uma média de célcio mais
baixa (M=6,470; DP=0,230).

Na recolha as 24 horas, o grupo que apresentou uma média de cdlcio mais elevada
jd é o B1 (M=7,213; DP=0,219), seguido do B2 (M=7,070; DP=0,219), do B11 (M=7,033;
DP=0,230), sendo o grupo Z o que apresentou uma média de calcio mais baixa (M=6,775;
DP=0,230).

Por ultimo, na recolha as 48 horas, o grupo que apresentou uma média de célcio
mais elevada é o B11 (M=7,721; DP=0,208), seguido do Z (M=7,616; DP=0,208), do B2
(M=7,530; DP=0,198), sendo o grupo Bl o que apresentou uma média de cdlcio mais

baixa (M=7,505; DP=0,198).

37



Os valores atras referidos podem ser observados no gréfico 5.

Média de calcio por grupo em fungao do momento de medigao

Grupo

=iz —B11 °
—B2 —B1 .

7,507

7,00

Calcio (mg/dl)

6,757

6,50

T T T
0 horas 24 horas 48 horas

Medigao de Calcio

Grafico 5 — Valores médios de calcio em cada momento de recolha.

Em relacdo a testagem da diferenca entre os grupos, verifica-se pela tabela 4 que
nao existem diferencas significativas entre os 4 grupos nos trés momentos de recolha de
amostras (anova, F(3,76)=0,047; p=0,986). Na mesma tabela, sdo também apresentados os
resultados da testagem de comparacdo dos valores médios de célcio nos 3 momentos de
recolha, assim como a existéncia de um efeito de interacdo, ou seja, em que medida a
pertenca a um grupo poderd afetar o nivel de cdlcio no momento da recolha. Contudo,
ainda pela tabela 4, verifica-se que existem diferencas significativas (anova; F(2,152)=

40,861; p=0,000) entre as medi¢des de Ca intragrupo.
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Tabela 4 - Testagem de diferencas entre grupos e intragrupo em cada momento de
medig¢do de célcio. type III sum of squares — somatério dos quadrados, df — graus de

liberdade, f — estatitica de teste e sig.- significincia ou valor p

11990,711 1 11990,711  5982,625  ,000

Intercecdo

76

152,323

MMCilci
0

4,104 ,684 1,453 ,198

Tabela 5 — Diferencas de médias de cdlcio entre os momentos de medicao.

Grupo Momento de Diferenca P

medicao de calcio de médias

0 horas 24 horas
24 horas 48 horas ,460 ,047
48 horas

0 horas

0 horas 24 horas
24 horas 48 horas ,292 ,361
0 horas 48 horas ,878 ,003
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Na tabela 5 estdo especificadas as diferencas intragrupo, onde no grupo Z, observa-
se uma diminui¢do de 0,087 mg/dl do valor médio de cdlcio entre a medicao as O h e as
24h, ndo sendo esta diferenca estatisticamente significativa (p=1,000 >0,05). Este € o tnico
grupo em que a presente situagdo ocorre, uma vez que nos grupos B2, Bll e Bl
observaram-se aumentos nos valores de calcio entre as medicdes as Oh e 24h, todos
estatisticamente significativos (p<0,05).

Observou-se, ainda, um aumento nos valores médios de cdlcio entre as 24h e as 48h
em todos os grupos, no entanto somente os aumentos observados nos grupos Z, B2 e B11
sdo estatisticamente significativos (p<0,05). O aumento de 0,292 mg/dl observado no
grupo B1 ndo € estatisticamente significativo (p>0,05).

Em todos os grupos observou-se uma diferenca significativa entre os valores
médios de cdlcio as 0 horas e as 48 horas (p<0,05). A maior diferenca observada ocorre no
grupo B11, com uma diferenca de 1,218 mg/dl e a menor no grupo Z, sendo de 0,754
mg/dl.

Relativamente a existéncia de um efeito de interacdo entre o grupo € o momento de
medicao de célcio, observa-se um padrdo diferenciado do grupo Z. Este grupo foi o que
apresentou maior valor médio de cdlcio as 0 horas, diminuindo no entanto as 24h, passando
a ser o grupo com o valor médio mais baixo na medi¢cdo as 24h. Foi o tnico grupo que
apresenta uma diminuicdo do valor médio de cdlcio das O para as 24h, a semelhanca dos
restantes grupos, das 24h para as 48h o grupo Z apresentou um aumento do valor médio de
célcio, nomeadamente para valores similares aos dos restantes grupos.

Apesar deste padrao diferenciado dos grupos B ao longo dos 3 momentos de
medicdo, com contencdo do aumento dos valores de célcio das O horas para as 24h,
voltando a tabela 4, este efeito diferenciado do grupo sobre os valores médios de cdlcio ndo
€ no entanto estatisticamente significativo como se pode apurar pela tabela 4 (anova;

F(6,152)=1,453; p=0,198).
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Grifico 6 - Distribui¢io dos valores de cdlcio de todos os grupos nos trés

momentos de recolha

No grafico 6 estdo representados todos os valores de Ca de todos os grupos nos
diferentes momentos, e podemos observar que as Oh o grupo B2 é aquele que apresenta
uma mediana mais baixa, seguido do grupo B11, Z e B1, as 24h o grupo que apresenta a
mediana mais baixa € o Z, seguindo-se os grupos B11, B2 e B1, ja as 48h o grupo B1 € o
que apresenta a mediana menor seguindo-se os grupos B2, B11 e Z.

Ainda pelo gréfico anterior, ao analisar o 2° e 3° quartil € visivel que as 24h o grupo
B1 € aquele que apresenta 50% dos animais com niveis mais elevados de Ca, seguindo-se
os grupos B2, Z e B11. J4 as 48h o grupo Z € aquele cujo 50% dos casos t€m valores de Ca
mais elevados seguindo-se os grupos B11, B2 e B1.

Posteriormente, respeitando a mesma estrutura em termos de grupos, os dados
foram divididos por raca e realizou-se a andlise estatistica para cada uma das ragas,
testando-se a existéncia de diferencas significativas de cdlcio entre momentos de recolha
(Oh, 24h e 48h - medidas repetidas), e entre grupos e de efeitos de interacdo entre grupo e
momento de recolha, somente com animais Holstein ou somente com animais procross.

No que diz respeito a raca Holstein, a normalidade da distribuicdo foi testada
através do teste shapiro-wilk, onde se verificou que p > 0=0,05, ou seja, todos os grupos

nos 3 momentos de medi¢ao apresentam distribuicao normal.
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Quanto a homogeneidade da variancia, pelo teste de levene, também se verificou
que p > a=0,05, pelo que existe homogeneidade de variancia entre os grupos em cada um
dos 3 momentos de recolha de célcio.

Testou-se a esfericidade através do teste de mauchly's w., onde se constatou que
p< a=0,05, ou seja, ndo existe esfericidade tendo de se utilizar as correcdes epsilon. No
entanto como a média entre as correcdes epsilon de greenhouse-geisser e huynh-feldt é
maior que 0,75 (0,829 + 0,912/2=0,8705), pode assumir-se a esfericidade.

No que respeita aos residuos a normalidade das distribuicdes é assumida, uma vez
que os residuos apresentaram assimetrias (sk/ep) < |3| e achatamentos (ku/ep) < |3|.

Para os animais procross, verificaram-se o0s mesmos pressupostos  atrds
mencionados para a raca Holstein, com a diferenca que na verificacdo de esfericidade pelo
teste de mauchly's w. verificou-se logo que p> 0=0,05, assumindo-se logo a existéncia de

esfericidade.
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Tabela 6 - Médias de cdlcio para cada raca, em cada momento de recolha tendo em conta o

grupo, bem como o desvio padrdo de cada situagdo

Holstein Procross
Grupo N Média Desvio N Média Desvio padrao
(mg/dl) padrdo (mg/dl)

Célcio Oh Z 11 6,5464 ,64139 8 7,2963 ,82365
(mg/dl) B2 13 6,2577 1,28670 8 6,8138 77811
Bl11 11 6,3645 1,17214 8 6,6925 1,27912

B1 15 6,4487 1,18175 6 7,0750 ,34180

Total 50 6,4020 1,08628 30 6,9623 ,88574
Célcio 24h Z 11 6,4245 93178 8 7,2575 1,30790
(mg/dl) B2 13 6,9023 1,13674 8 7,3438 , 76412
B11 11 6,9936 1,03919 8 7,0875 1,26675

B1 15 7,1007 ,76469 6 7,4950 49682

Total 50 6,8768 ,97242 30 7,2827 1,00238
Célcio 48h Z 11 7,3927 94231 8 7,9225 1,26360
(mg/dl) B2 13 7,4054 97019 8 7,7325 ,50039
B11 11 7,8327 ,80443 8 7,5675 715172

B1 15 7,3787 ,96430 6 7,8217 ,79356

Total 50 7,4886 , 91851 30 7,7570 ,84221

Como se pode observar pela tabela 6, s Oh para a raca Holstein, o grupo Z é o que
apresenta uma média de Ca mais elevada (M=6,546;DP=0,641), seguindo-se o grupo Bl
(M=6,449;DP=1,181), o grupo B11 (M=6,365;DP=1,172) e com a média mais baixa o
grupo B2 (M=6,258;DP=1,287). Em relacdo aos animais procross, o grupo com a média de
Ca mais elevada foi o grupo Z (M=7,296;DP=0,824), seguindo-se o grupo BI
(M=7,07;DP=0,342), o grupo B2 (M=6,814;DP=0,778) e por fim o grupo B11 (M=
6,69;DP=1,279).

Na medicao as 24h para a raca Holstein, o grupo que apresentou a média de Ca
mais elevada foi o Bl (M=7,101;DP=0,764), seguindo-se o grupo BIl
(M=6,994;DP=1,039), o grupo B2 (M=6,902;DP=1,137) e com a média mais baixa o
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grupo Z (M=6,424;DP=0,931). Para os animais procross, a média mais alta foi do grupo
B1 (M=7,495;DP=0,497), seguindo-se o grupo B2 (M=7,344;DP=0,764), o grupo Z
(M=7,258;DP=1,308) e com o valor mais baixo o grupo B11 (M=7,09;DP=1,267).

Na recolha as 48h para a raca Holstein, o grupo que apresentou a maior média de
Ca foi o B11 (M=7,833;DP=0,804), seguindo-se o grupo B2 (M=7,41;DP=0,970), o grupo
Z M=7,393;DP=0,942) e com a média mais baixa o grupo B1 (M=7,379;DP=0,964). Para
os animais procross, o grupo Z (M=7,923;DP=1,264) foi o que apresentou a média mais
elevada, seguindo-se o grupo B1 (M=7,821;DP=0,794), o grupo B2 (M=7,733;DP=0,500)
e com a média mais baixa o grupo B11 (M=7,568;DP=0,752).

Estes valores podem ser observados nos graficos 7 e 8.

Calcio (mg/dl)

7,00

6,50

Holstein - Média de Calcio em fungdo do momento de medigao Procross - Média de Calcio em fungdo do momento de medicéao

Grupo
S ~—Tif]
—B2 —B1

7,50

Calcio (mg/dl)
~
8
1

6,50+

T T T
T T T 0 horas 24 horas 48 horas
0 horas 24 horas 48 horas

Medigio de calcio Medigéo de calcio

Graéficos 7 e 8 - Medi¢cdo média dos niveis de calcio por grupo em cada momento de
recolha, a esquerda o grafico 7 representa a raca Holstein e a direita o Grafico 8 representa

0S animais procross.
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Tabela 7 - Testagem de diferencas entre grupos e intragrupo em cada momento de
medicao de cdlcio (MMCilcio) para vacas Holstein e vacas procross. type III sum of
squares — somatorio dos quadrados, df — graus de liberdade, f — estatitica de teste e sig.-

significancia ou valor p

Type 111
Sum of Quadrado
Fonte Squares Df  Médio F Sig.
Intercecdo 7064,936 1 7064,936 3718,582 ,000
Entre Holstein  Grupo 1,561 3 ,520 274 344
grupos Erro 87,395 46 1,900
~ Intercecdo 4776,963 1 4776,963 2386,520  ,000
Procross  Grupo 2,079 3 ,693 ,346 ,792
Erro 52,043 26 2,002
MMCilcio 29,958 2 14,979 26,142 ,000
Intra grupo Holstein MMCilcio * 3,822 6 ,637 1,112 362
(esfericida Grupo
de Erro (Calcio) 52,714 92 ,573
assumida) ~— MMC4lcio 9,351 2 4,675 13,859  ,000
Procross MMCilcio * 719 6 ,132 ,392 ,381
Grupo
Erro (Calcio) 17,543 52 ,337

Em relacdo as diferencas entre grupos, pela tabela 7, pode ler-se que ndo existem
diferencas significativas entre os 4 grupos, nos 3 momentos da recolha de calcio nas vacas
Holstein (anova, F(3,46)=0,274; p=0,844) e nas vacas procross (anova, F(3,26)=0,346;
p=0,792). Na mesma tabela sdo também apresentados os resultados da testagem de
comparagdo dos valores médios de calcio dos animais da raca Holstein e dos animais
procross nos 3 momentos de recolha, assim como a existéncia de um efeito de interagao,
ou seja, em que medida a pertenca a um grupo afeta o nivel de célcio no momento da
recolha.

Relativamente as comparagdes ao longo dos 3 momentos de recolha, pode

observar-se que existem diferencas significativas nas concentragdes plasmaticas de calcio,
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dentro de cada grupo, entre os 3 momentos de medicao nas vacas Holstein (anova;
F(2,92)=26,142; p=0,000) e nas vacas procross (anova; F(2,52)= 13,859; p=0,000).

A especificacdo das diferengas por grupo para cada tipo de vaca é apresentada na
tabela 8, onde se verifica que nas vacas Holstein os diferentes grupos apresentam

diferentes padrdes de variagdo de cdlcio entre os 3 momentos de recolha.

Tabela 8 - Comparagdes multiplas entre momentos de medic¢ao de cdlcio, em cada grupo,

para animais Holstein e procross.

Holstein Procross
Grupo Momento de Diferenca p Diferenca P
medicao de célcio de médias de médias
(mg/dl) (mg/dl)

0 horas 24 horas -,122 1,000 -,039 1,000

Z (n=11) 24 horas 48 horas ,968 ,003 ,665 077
O horas 48 horas ,846 ,104 ,626 ,246

0 horas 24 horas ,645 ,066 ,530 ,094

B2 (n=13) 24 horas 48 horas ,503 ,152 ,389 ,535
0 horas 48 horas 1,148 ,007 919 ,040

0 horas 24 horas ,629 ,116 ,395 ,306

B11 (n=11) 24 horas 48 horas ,839 ,011 ,480 ,299
0 horas 48 horas 1,468 ,001 ,875 ,054

0 horas 24 horas ,652 ,040 ,420 ,392

B1 (n=15) 24 horas 48 horas ,278 ,720 ,327 970
0 horas 48 horas ,930 ,023 147 ,219

No grupo Z, observa-se uma diminuicdo de 0,122 mg/dl do valor médio de Ca entre
a medi¢do as 0 horas e as 24h, sendo que esta diminui¢do nao € significativa (p=1,000 >
0,05). Entre as 24h e 48h observa-se um aumento de 0,968 mg/dl, sendo este aumento
estatisticamente significativo (p=0,003 < 0,05). O aumento de 0,846 mg/dl entre as Oh e as

48h ndo € estatisticamente significativo (p=0,104 > 0,05).
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No grupo B2, observa-se um aumento de 0,645 mg/dl de célcio entre as Oh e as
24h, o qual ndo € significativo (p=0,066 > 0,05), o mesmo acontecendo com o aumento de
0,503 mg/dl entre as 24h e as 48h (p=0,152 > 0,05). O aumento no intervalo entre as Oh e
as 48 (1,148 mg/dl) é considerado estatisticamente significativo (p=0,007 < 0,05).

No grupo B11, observa-se um aumento de 0,629 mg/dl de cdlcio entre as Oh e as
24h, aumento este que ndo € estatisticamente significativo (p=0,116 > 0,05). Entre 24h e as
48h observa-se um aumento estatisticamente significativo de 0,839 mg/dl (p=0,011 <
0,05). O aumento de 1,468 mg/dl no intervalo entre as Oh e as 48h é igualmente
estatisticamente significativo (p=0,001 < 0,05).

No grupo B1, observa-se um aumento de 0,652 mg/dl de célcio entre as Oh e as
24h, aumento este que € estatisticamente significativo (p=0,040 < 0,05). Entre 24h e as 48h
o aumento € de 0,278 mg/dl ndo sendo estatisticamente significativo (p=0,720 > 0,05). O
aumento de 0,930 mg/dl no intervalo entre as Oh e as 48 € estatisticamente significativo
(p=0,023 < 0,05).

Tal como nas vacas Holstein, o grupo Z de vacas procross apresenta uma
diminui¢do dos valores médios de cdlcio entre a medi¢do as Oh e as 24h, a qual ndo €, no
entanto, estatisticamente significativa (p=1,000 > 0,05). Nos restantes grupos observa-se
um aumento dos valores de cdlcio entre a medi¢do as Oh e 24h, sendo que nenhum ¢é
estatisticamente significativo (p>0,05).

Por fim, apesar de em todos os grupos das vacas procross observar-se um aumento
dos valores de cdlcio entre a medicdo as 24h e 48h, nenhum desses aumentos &
estatisticamente significativo. O mesmo acontece com a diferenca entre os valores as Oh e
as 48h, onde somente o grupo B2 apresenta um amento de valor de célcio estatisticamente
significativo (p=0,040 < 0,505).

Relativamente a existéncia de um efeito de interacdo entre o grupo € o momento de
medicdo de célcio, apesar dos padrdes diferenciados entre os grupos ao longo dos 3
momentos medi¢cdo de cdlcio, nas vacas Holstein e nas vacas procross, as diferencas
observadas ndo sdo estatisticamente significativas, pelo que se conclui nao existir efeito de
interagdo entre o grupo e os valores médios de cédlcio nos 3 momentos de recolha, nem para
as vacas Holstein (anova; F(6,92)= 1,112; p=0,362), nem para as vacas procross (anova;

F(6,52)=0,392; p=0,881)
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5. Discussao

No grupo Z, verificou-se uma descida do Ca total das Oh para a medicao das 24h de
-0,87 mg/dl (p=1,000), foi o tnico grupo a apresentar uma descida dos niveis de Ca ao
longo do tempo, porém, posteriormente das 24h para as 48h teve uma subida de 0,841
mg/dl (p=0,00). Apesar da descida de Ca as 24h ndo ter significancia estatistica, estd de
acordo com estudos realizados por Goff (2014) onde descreve que o nadir da concentracao
sanguinea de Ca ocorre entre as 12 e 24h p6s parto (Goff, 2014). Esta descida deve-se
provavelmente ao fato do animal, no inicio do periodo pés-parto, ser refratario ao estimulo
provocado pela PTH (Martig & Mayer, 1973). Por sinal, os animais deste grupo nao foram
sujeitos a nenhuma administracdo de Ca.

Apesar de dentro do mesmo grupo, ao longo do tempo, existirem diferencas
estatisticamente significativas (p=0,00), como mostra a tabela 4, quando analisamos
especificamente pela tabela 5 as diferencgas entre cada recolha, apenas os grupos B2 e B11
apresentaram diferencas significativas em todos estes periodos. Ou seja, apenas os animais
submetidos a estes dois protocolos apresentam uma subida significativa dos niveis séricos
de cdlcio as 24h e as 48h.

O grupo B1 apresentou uma subida significativa (p=0,003) das Oh para as 48h de
cerca de 0,878 mg/dl, contudo, apenas a diferenca entre as Oh e as 24h (0,586 mg/dl) é
significativa (p =0,008) o que poderd ser justificado pelo fato de apenas as Oh ter sido
administrado um Bovikalc®, no entanto, para o mesmo periodo, o protocolo realizado para
o grupo B2 apresenta uma diferenca significativamente (p=0,006) superior. No periodo
entre as 24h e as 48h ndo existe uma diferenca significativa (p=0,361) o que inferioriza o
protocolo para este grupo em relacao aos restantes.

Comparando os grupos B11l e B2, podemos observar que o B1l1 foi o que teve
maior diferenga entre as Oh e 48h de 1,218mg/dl (p=0,00) e entre as 24h e as 48h de 0,688
mg/dl (p=0,002), porém, o grupo B2 foi o que teve uma diferenca significativamente maior
(p=0,601) no periodo entre as Oh e as 24h, 0,601 mg/dl.

Ora, como foi referido anteriormente, pelos estudos de Goff (2014) o periodo
critico da HP localiza-se entre as 12h e as 24h pds-parto. Tendo em conta apenas esta
perspetiva, o protocolo B2 seria vantajoso uma vez que o animal seria manipulado uma s6
vez, sendo esta a Unica vantagem, uma vez que o custo da prevengdo serd 0 mesmo que o

protocolo do grupo B11, e as diferencas de Ca entre grupos, com a dimensao da amostra
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em questdo, ndo sdo significativas (p=0,986), como apresenta a tabela 4. Todavia, a baixa
significancia estatistica (p=0,047) do grupo B2 no periodo das 24h as 48 h desfavorece este
protocolo em relag@o ao do B11.

O grupo B11 foi o que as 48h apresentou maior média de Ca, com uma média de
7,721 mg/dl e um desvio padrao de 0,208 mg/dl, e por sinal foi o que provocou maior
elevacdo nos niveis de Ca entre as Oh e as 48h, com uma diferenga de 1,218 mg/dl (p=
0,00). Sampson et al. (2009) verificaram um aumento significativo da concentracio sérica
de Ca ao suplementarem vacas multiparas com 2 bolos orais de célcio, o primeiro apds o
parto e o segundo 12h depois (Sampson et al., 2009). Goff (2008) também recomenda duas
administracdes orais de Ca, uma no momento do parto e a segunda apés 24h.

Apesar do aumento significativo (p=0,000) ao longo do tempo em todos os grupos,
em nenhum deles, em qualquer momento, a média de Ca foi superior a 8,0 mg/dl e
portanto, nenhum dos protocolos parece ser eficaz em estabelecer a normocalcémia por si
sO.

Segundo Melendez et al.(2002), ndo existe um efeito notdrio da suplementacdo oral
de Ca com CaCl, em exploragdes que utilizem dietas anidnicas, concluindo que esta
suplementacdo pode ndo se justificar em exploragcdes que utilizem essas dietas durante o
periodo seco, além de que a administracdo de cloreto de Ca a animais que tenham sido
submetidos a esta dieta pode levar a uma perigosa acidose metabodlica (Goff & Horst, 1993
referido por Goff, 2008). Na exploracdao onde decorreu o presente estudo, nos 20 dias antes
da data prevista de parto foi adicionado na alimentacdo dos animais constituintes da
amostra um sequestrante de Ca, o que pode diluir o verdadeiro desempenho de cada
protocolo, e as diferencas entre os mesmos. A alimentacao dos animais no periodo seco
apresenta um DCAD de 161 meq/Kg, ja a dos animais em fase de pré-parto apresenta um
DCAD de 151 meq/Kg.

Tentando valorizar ao mdximo os dados obtidos, e por mera curiosidade, submeteu-
se a testagem oS mesmos grupos, com 0s mesmos protocolos, mas separando as ragas.
Existem algumas diferencgas entre ambas, apesar de nao serem significativas entre os

grupos, tanto para a raca Holstein (p=0,844) como para os animais procross (p=0,792).

Para ambos os tipos de animais volta-se a verificar que o grupo Z € o Unico onde
existe uma descida dos valores de Ca, embora os animais da raga Holstein tenham
apresentado uma diferenga maior, -1,22 mg/dl (p=1,000) que os animais procross -0,039
md/dl (p=1,000).

Pela tabela 8 verificamos que as diferencas entre momentos de recolha de amostras,

para doseamento de Ca total, em todos os grupos e em todos os periodos € maior para a
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raca Holstein a excecdo do periodo 24h -48h do grupo B1, onde os animais procross
apresentam uma diferenca maior, sugerindo que os animais da raca Holstein sejam mais
suscetiveis aos protocolos utilizados. Em concordancia, podemos observar pelos graficos 7
e 8 que os animais procross em todos os grupos, no momento Oh, apresentam um valor de
Ca mais elevado que os animais da raca Holstein. Contudo, neste ponto, € necessario ter
em conta que o programa procross se iniciou em 2012, e portanto, o animais sao mais
novos e com menos lactacdes. Segundo Goff (2000), os animais com mais lactacdes tém
maior predisposi¢do para a HP uma vez que o nimero de recetores da PTH no osso e no
rim, bem como a quantidade de recetores intestinais da 1,25(OH);D, diminuem com a
idade, tornando a resposta a PTH mais lenta.

Ao analisar o periodo das Oh as 48h, verifica-se que na raga Holstein o protocolo
que provoca uma diferenca maior € o B11 com um aumento significativo (p=0,001) de
1,468 mg/dl enquanto nos animais procross o protocolo B2 parece ter mais sucesso, com
um aumento significativo de 0,919 mg/dl, sugerindo que o protocolo a adaptar pode variar
consoante a tipologia de animais que a exploracio possui.

Esta anélise torna-se ambigua devido ao nimero de animais, uma vez que a amostra
€ constituida por 68% animais Holstein e 32% procross, como demonstra o grifico 4, e
pelo fato dos animais procross serem animais mais novos. A andlise preliminar destes
dados permite sugerir que a diferenca entre estas racas seja aprofundada em trabalhos

futuros.

6.Conclusao

Cada vez mais a eficiéncia produtiva das exploragdes tem sido a chave de sucesso
das mesmas, permitindo elevar o nivel produtivo e melhorando a saide e bem-estar dos
animais, uma vez que o fator econémico € determinante.

A rotina didria de uma exploracdo e a sua sistematizacdo € fundamental para a
gestdo do seu efetivo, permitindo uma melhor organizacdo de pessoal e evitando
esquecimentos.

Nesta dissertacao, apesar de ndo existir uma diferenca significativa (p=0,986) entre
os grupos, verificou-se que o protocolo utilizado no grupo Bll foi aquele que se
aproximou mais dos objetivos tracados, estando de acordo com as recomendagdes atuais do
fabricante do bovikalc®, por outro lado o protocolo instaurado no grupo B2 também

poderd ser uma solucdo vidvel. A escolha do protocolo a aplicar em cada exploracdo

50



devera relacionar-se com a facilidade de mao-de-obra e de administragdes. No caso desta
exploracdo em particular, considerando os protocolos B11 e B2, optar-se-a pelo protocolo
B11, visto que é o que provoca um maior aumento dos niveis séricos de célcio, tendo em
conta que o custo do protocolo por animal € o mesmo e existe disponibilidade de mao-de-
obra
Nenhum dos protocolos estudados, por si sO, parece ser suficiente para prevenir a
hipocalcemia subclinica de uma exploragao, sendo a alimenta¢do no periodo pré-parto um
fator bastante importante no auxilio da prevencdo da HP. Contudo a implementagdo
rotineira dos bolos intra-ruminais de cdlcio parece contribuir para a redu¢do dos casos de
risco de hipocalcemia clinica no pds-parto, uma vez que todos os protocolos provocaram

um aumento significativo dos niveis séricos de calcio.
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Anexo I

Pressupostos da ANOVA mista

1.Normalidade de distribui¢ao da varidvel cdlcio em cada um dos grupos

Normalidade da distribuicdo testada através do teste de Shapiro-Wilk porque a dimensao
de cada grupo é < 50

Hipodteses estatisticas: Regra de decisdo:
HO: A variavel célcio tem distribuicdo normal Se p 2 a=0,05 ndo se rejeita HO
H1: A variavel célcio ndo tem distribuicdo normal Se p <a=0,05 rejeita-se HO

Em todos os grupos e momentos de medic¢des p = a=0,05, logo nao se rejeita HO, ou seja
todos os grupos nos 3 momentos de medi¢cdo apresentam distribuicdo normal.

Teste de Normalidade

Shapiro-Wilk
Grupo Estatistica gl p.
Calcio Oh (mg/dl) z ,986 19 ,991
B2 ,952 21 ,371
B11 ,901 19 ,050
Bl 946 21 ,281
Célcio 24h (mg/dl)  Z ,048 19 ,365
B2 ,933 21 ,157
B11 ,924 19 ,137
B1 933 21 159
Calcio 48h (mg/dl) z ,971 19 ,794
B2 ,964 21 ,600
B11 ,958 19 ,541
Bl 968 21 ,694

2.Homogeneidade de variancia entre os grupos nos varios momentos de recolha de calcio

Homogeneidade de varidncia testada através do teste de Levene.

Se p 2 a=0,05 nao se rejeita HO HO: H4 homogeneidade de varidncia entre os grupos
Se p <a=0,05 rejeita-se HO H1: Ndo ha homogeneidade de varidncia entre os grupos

p = a=0,05 em todos os momentos de recolha de calcio, logo nao se rejeita HO, ou seja existe
homogeneidade de variancia entre os grupos em cada um dos 3 momentos de recolha de célcio.
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Teste de Homogeneidade de Variancia

Levene P
Estatistica gll gl2
Calcio Oh (mg/dl) ,312 3 76 ,817
Calcio 24h (mg/dl) 1,162 3 76 ,330
Célcio 48h (mg/dl) ,632 3 76 ,597

3. Esfericidade - homogeneidade de variancias das diferencas entre momentos

Esfericidade testada através do teste de Mauchly's W.

Se p 2 a=0,05 nao se rejeita HO HO: Ha esfericidade
Se p <a=0,05 rejeita-se HO H1: Nao ha esfericidade

Como p< a=0,05 assume-se a ndo existéncia de esfericidade, tendo de se utilizar as

corregdes Epsilon. No entanto como a média entre as corre¢Oes Epsilon de Greenhouse-Geisser e
Huynh-Feldt é maior que 0,75 (0,834 + 0,884/2=0,859) pode assumir-se a esfericidade.

Mauchly's Test of Sphericity® Measure: HoraCalcio

Epsilonb
Within Subjects Approx. Chi- Greenhouse-  Huynh- Lower-
Effect Mauchly's W Square df Sig. Geisser Feldt bound
Calcio ,801 16,687 2,000 ,834 ,884 ,500

Tests the null hypothesis that the error covariance matrix of the orthonormalized transformed dependent variables is proportional to
an identity matrix.

a. Design: Intercept + Grupo

Within Subjects Design: Calcio

b. May be used to adjust the degrees of freedom for the averaged tests of significance. Corrected tests are displayed in the Tests of
Within-Subjects Effects table.

4. Normalidade dos residuos (erros)

Normalidade das distribuigdes assumidas , uma vez que os residuos apresentarem

assimetrias (Sk/EP) < |3| e achatamentos (Ku/EP) < |3].

Descriptives

Erro

Estatistica - Estatistica/EP
padrdo

Residual for Calcio_0Oh Skewness -,688 ,269 -2,558
Kurtosis ,711 ,532 1,336

Residual for Calcio_24h Skewness -,266 ,269 -0,989
Kurtosis ,943 ,532 1,773

Residual for Calcio_48h Skewness -,313 ,269 -1,164
Kurtosis -,079 ,532 -0,149
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Anexo I

Bovikalc®

Bovikalc®

Oral Mineral Supplement

Calcium supplement for use in
freshening cows

4x6.7 0z (190 g) boluses
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Anexo III

Protocolo laboratorial para medi¢ao de Ca total
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CalciumAS CP

A estabilidade da calibracao é de 10 dias.
Nota: Recomenda-se uma recalibragdo guando os lotes
de reagente mudam e quando os resultados do controlo

de qualidade ficam fora do intervalo de valores
estabelecido.

Instrugdes do teste:

3.

Fator de conversao:
mmol/L x4,01 = mg/dL
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Estabilidade dos reagentes no sistema®:

Depois de aberta, a cassete de reagente colocada no
compartimento de refrigeracdo ABX Pentra 400 mantém-
se estavel durante 70 dias.

Volume da amostra: 5 plLjteste

Limite de quantitagao:

O limite de quantitag:"ao € determinado de acordo com o

protocolo CLSI (NCCLS), EP17-A (10) e equivale a
0,16 mmol/L (0,64 ma/dL).

Limite de detegao:

O limite de deteccdo é determinado de acordo com o

protocolo CLSI (NCCLS), EP17-A (10) e equivale a
0,07 mmol/L (0,23 ma/dL).

Exatidao e Precisao:

m Repetibilidade (precisdono mesmo ciclo)

3 amostras de concentraces baixa, média e elevadae 2
controlos s3o testados 20 vezes de acordo com as
recomendactes especificadas no protocolo Valtec (11).

Valor medio CV*%
mmol/L mg/dL

Amostra de 1,81 727 0,62
controlo 1
Amostra de 271 10,86 0,76
controlo 2
Amostra 1 1,93 773 046
Amostra2 262 10,50 0,56
Amostra 3 3,62 14,50 037

= Reprodutibilidade (precisao total)

3 amostras de nivel baixo, médio e elevado e 2 controlos

sdo testados em duplicado durante 20 dias (2 séries por
dia) de acordo com as recomendacdes induidas no
protocolo CLSI(NCCLS), EP5-A2(12).

Valor medio CV%
mmol/L mg/dL
Amostra de 1,82 7,28 1,45
controlo 1
Amostra de 267 10,71 1,50
controlo 2
Amostra 1 1,92 7,70 157

Valor medio CV*%

mmol/L mg/dL
Amostra2 2,56 10,27 1,57
Amostra 3 3,54 14,21 1,56

Intervalo de medigao:

O ensaio confirmou uma gama de medicdo de 0,16 a
450 mmol/lL (0,64 a 18,05 ma/dL), com pds-diluicio
automatica de até 13,50 mmol/L (54,15 ma/dL).

A linearidade do reagente foi avaliada para até
450 mmollL (18,05 ma/dL), de acordo com as
recomendacdes incluidas no protocolo CLSI (NCCLS),
EPG-A (13).

Correlagao:

143 amostras de padentes (urina) estido correlacionadas
com um reagente ja comercializado tomado como
referéncia de acordo com as recomendacies induidas no
protocolo CLSI (NCCLS), EP9-A2 (14). Valores no
intervalo de 0,16 a 4,44 mmol/L (0,64 a 17,80 mg/dL).

A equacdo da linha alométrica obtida por meio do
procedimento de regressdo Passing-Bablock (15) é:
Y=0,98X-0,01(mmolL)

Y =0,98X-0,03(mg/dL) =

com um coeficiente de correlacdo r¢ =0,993.

Interferéncias:

Hemoaglobina: Nao se observa influéncia
significativa até 290 pmoliL
(500 mg/dL).

Lipémia: Nao se observa influéncia

significativa até uma concentracdo de
Intralipid® (representativa de lipémia)

de 200 mg/dL.

Bilirrubina Nao se observa influéncia

directa: significativa  até 432  pmoliL

) (25,3 ma/dL).

Acido ascorbico: Nao se observa  influéncia
significativa até 3,40 mmollL
(60 mg/dL).

Magnésio: Nao se observa  influéncia
significativa até 534 mmollL
(13,0 mg/dL).

pH: A urina ndo deve seralcalinizada.

Outros limites sdo fornecidos por Young através de uma
lista de medicamentos e varidveis pré-analiticas
conhecidas que afectam esta metodologia (16, 17).

Estabilidade de calibragao:

O reagente € calibrado no Dia 0. A estabilidade de
calibracdo éverificadatestando 2 amostras de controlo.

*Modificac3o: modificac3o ds estabilidade dos reagentes no equipamento.
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Valor medio CV%
mmol/L mg/dL
Amostra de 325 13,02 1,49
controlo 2
Amostra 1 1,75 7,03 1,56
Amostra 2 2,36 9,47 1,54
Amostra 3 323 12,93 1,54

Intervalo de medigao:

O ensaio confirmou uma gama de medicdo de 1 to
450 mmollL (4,0 to 18,05 mag/dL), com pos-diluicao
automatica de até 13,50 mmoliL (54,15 ma/dL).

A linearidade do reagente foi avaliada para até
450 mmol/L (18,05 mg/dL), de acordo com as
recomendactes incluidas no protocolo CLSI (NCCLS),
EPB-A (13).

Correlagao:

145 amostras de pacientes (soro e plasma) estéo
correlacionadas com um reagente ja comercializado
tomado como referéncia de acordo com  as
recomendacdes incluidas no protocolo CLSI (NCCLS),
EP9-A2 (14). Valores no intervalo de 1,04 a 3,93 mmoliL
(4,17 a 15,76 ma/dL).

A equacdo da linha alométrica obtida por meio do
procedimento de regressdo Passing-Bablock (15) é:

Y =1,00X+ 0,01 (mmollL)

Y =1,00X + 0,04 (mg/dL)

com um coeficiente de correlacio r2 =0,9903.

Estudo de comparagao da matriz:

Um estudo de comparacao de matriz entre amostras de
soro e plasma de litio foi realizado utilizando 32 amostras
pareadas de soro e plasma de litio, com concentracdo de
calcio entre 1,0 e 436 mmollL (40 e 17,5 mg/dl) (3

amostras foram alteradas).
Cada amostra foi testada em separado, utilizando o

reagente de ensaio ABX Pentra Calcium AS CP. Uma
andlise de regress3o linear representando as amostras de
soro (eixo x) e plasma de litio (eixo y) indicou as seguintes
relacdes entre os tipos de matrizes: Y = 1,006 X - 0,0022,
¢ =10,996.

Interferéncias:

Hemoglobina: Nao se observa influéncia
significativa até 290 WmollL
(500 mg/dL).

Lipémia: N3o se observa influéncia

significativa até uma concentracdo
de Intralipid® (representativa de
lipémia) de 500 ma/dL.

Bilirrubina total: N3ao se observa influéncia
significativa até 788 pmollL
(46,1 mg/dL).

Bilirrubinadirecta: Ndo se observa  influéncia
significativa até 445 pmollL
(26,0 ma/dL).

Acido ascorbico: N30 se observa influéncia
significativa até 3,40 mmolL

(60 mg/dL).

Magnésio: N3ao se observa influéncia
significativa até 4,42 mmoliL
(10,7 ma/dL).

Acetaminofeno: N3ao se observa influéncia
significativa até 1324 pmollL
(20 mg/dL).

Ibuprofeno: N3ao se observa influéncia
significativa até 242 mmollL
(50,1 mg/dL).

Acido N3ao se observa influéncia
acetilsalicilico: significativa até 3,62 mmoliL
(65,2 ma/dL).

Outros limites sdo fornecidos por Young através de uma
lista de medicamentos e varidveis pré-analiticas
conhecidas que afectam esta metodologia (16, 17).

Estabilidade de calibragao:

O reagente é calibrado no Dia 0. A estabilidade de
calibracdo é verificada testando 2 amostras de controlo.

A estabilidade da calibracao € de 10 dias.

Nota: Recomenda-se uma recalibragdo guando os lotes
de reagente mudam e quando os resultados do controlo
de qualidade ficam fora do intervalo de valores
estabelecido.

Instrugdes do teste®:

3.

Urina

Numero de testes: 285 testes @

*Medificac3o: modificac3o das mstrucdes do teste.
IModificacdo: novo nimero de testes.
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Urina:
Mulheres: < 6,24 mmol24h (<250 mg/24h)
Homens: < 7,49 mmol24h (< 300 mg/24h)

Armazenamento e Estabilidade

Os reagentes, nas cassetes por abrir, mantém-se
estdveis até a data de validade indicada no rétulo se
forem armazenados entre 2-8°C, ao abrigo daluz
Estabilidade apds a abertura: consulte o pardgrafo
“Desempenho do ABX Pentra 4007,

Gestido de residuos

E favor consultaros requisitos da Iegislat;éo local.

Precaugoes gerais ©

= Este reagente destina-se apenas a diagndstico in vitro
profissional.

» Sujeitoa prescricdo.

m Este reagente € classificado como n3o perigoso de
acordo com aregulamentacao (EC) N®.1272/2008.

s Uma vez que o cdlcio é um id0 ubiquo, devem ser
tomadas precaucdes de modo a evitar contaminacao
acidental. Utilizar apenas materiais descartaveis.

= Cumpra as normas preventivas de laboratdrio relativas
a utilizacdo.

m As cassetes de reagente s3o descartaveis e devem ser
eliminadas de acordo com os requisitos da legislacao
local.

= Consulte 3 MSDS (folha de dados de seguranca do
material) relacionada com o reagente.

m N3o utilizar o produto se houver evidéncia visivel de
deteriorac&o bioldgica, quimica oufisica.

s E da responsabilidade do utilizador verificar se este
documento se aplica ao reagente utilizado.

Desempenho do ABX Pentra 400

Os dados de desempenho enunciados em seguidaforam

Estabilidade dos reagentes no sistema®:

Depois de aberta, a cassete de reagente colocada no
compartimento de refrigeracdo ABX Pentra 400 mantém-
se estavel durante 70 dias.

Volume da amostra: 5 pljteste

Limite de quantitagao:

O limite de quantitacio € determinado de acordo com o
protocolo CLSI (NCCLS), EP17-A (10) e equivale a
0,37 mmol/L (1,54 mg/dL).

Limite de detegao:
O limite de deteccdo é determinado de acordo com o

protocolo CLSI (NCCLS), EP17-A (10) e equivale a
0,07 mmol/L (0,28 mg/dL).

Exatidao e Precisao:

m Repetibilidade (precisdono mesmo ciclo)

3 amostras de concentraces baixa, média e alta e 2
controlos s3o testados 20 vezes de acordo com as
recomendactes especificadas no protocolo Valtec (11).

Valor medio CV%
mmol/L mag/dL

Amostra de 2,09 8,39 0,43
controlo 1
Amostra de 3,12 12,53 0,37
controlo 2
Amostra 1 1,72 6,91 0,71
Amostra 2 229 918 0,40
Amostra 3 328 13,15 0,43

m Reprodutibilidade (precisdo total)

3 amostras de nivel baixo, médio e elevado e 2 controlos
sdo testados em duplicado durante 20 dias (2 séries por
dia) de acordo com as recomendacdes induidas no
protocolo CLSI(NCCLS), EP5-A2(12).

obtidos a partir do analisador ABX Pentra 400. Valor médio CV%
mmol/L ma/dL
Sorogpiasma Amostra de 217 872 1,44
Numero de testes: 285 testes 3 Lot
“Medificag3o: modificacio das precaugdes gerais.
*Modificac3o: novo nimero de testes.
’Modiﬁ:agéo: mod;fica(_:éo d3 estsbiidade dos reagentss no equipamento.
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Reagentes

ABX Pentra Calcium AS CP estd pronto autilizar.

Reagente:
MES pH6,50 100 mmol/L
Arsenazolll 200 ymolL

ABX Pentra Calcium AS CP deve serutilizado de acordo
com a nota informativa deste reagente. O fabricante ndo
se responsabiliza pelo seu desempenho caso seja
utilizado de outro modo.

Preparagao

1. Retire a tampa da cassete.

2. Em caso de formacgdo de espuma, retire-a com uma
pipeta de plastico.

3. Posicione a tampa de proteccdo ref. GBM0969 na
cassete.

4. Coloque a cassete no compartimento de refrigeracdo
de reagentes do ABX Pentra400.

Calibrador

Para calibrar, utilize:
ABX Pentra Multical, Ref A11A01652 (ndoincluido)
10 x 3 mL (liofilizado)

Controlo

Para controlo de qualidade interno, utilize:

ABX Pentra N Control, Ref. A11A01653 (n&oincluido)

10 x 5 mL (liofilizado)

ABX Pentra P Control, Ref. A11A01654 (ndoincluido)

10 x 5 mL (liofilizado)

ABX Pentra Urine Control L/H, Ref A11A01674 (ndo
incluido)

1x10mL+1x10mL

Cada controlo deve ser analisado diariamente e/ou apos
a calibracao.

A frequéncia dos controlos e os intervalos de confianca
devem estar de acordo com as nomas laboratoriais e
com as diretivas especificas de cada pais. Deve cumprir
as diretrizes federais, estaduais e locais relativamente ao
teste de controlo de qualidade dos matenais. Os
resultados devem ficar dentro do intervalo dos limites de
confianca definidos. Cada laboratério deve estabelecer o
procedimento a sequir se os resultados excederem esses
limites de confianca.

Materiais necessarios mas nao fornecidos
® Analisador automatico de clinica:
ABX Pentra400
m Calibrador: ABX Pentra Multical, Ref A11A01652
= Controlos:
ABX Pentra N Control, Ref. A11AD1653, e
ABX Pentra P Control, Ref. A11A01654
ABX Pentra Urine Control L/H, Ref A11A01674
m Equipamento standard de laboratdrio.

quimica

Amostra (8)

= Soro.
= Plasmaemheparinade litio.
u Urina.

N_."':io utilizar plasma em EDTA: O anticoagulante EDTA
nao

é adequado para andlises, uma vez que este composto
realiza quelacdo com o calcio, tornando o indisponivel
parareaccdo com o reagente.

Os anticoagulantes que n3o estdo presentes na lista ndo
foram testados pela HORIBA Medical e, portanto, ndo
sao recomendados para utilizacdo com este ensaio.
Devem ser recolhidas amostras de urina em 24 horas,
com HCI 6N (9). As urinas ndo acidificadas que foram
refrigeradas devem ser acidificadas e/ou aquecidas a
56°C por 15 minutos pararedissolver os precipitados.

Estabilidade da amostra (8):

Soro/plasma:

por até 7 dias a 20-25°C.
por até 3 semanasa 4-8°C.
por até 8 meses a -20°C.

Urina:

por até 2 dias a 20-25°C.
por até 4 dias a 4-8°C.

por até 3 semanas a -20°C.

Intervalo de referéncia (2)

Cada laboratdrio deve estabelecer os seus proprios
intervalos de referéncia. Os valores aqui fornecidos sao
utilizados apenas como linhas de orientacao.

Soro/Plasma:
2,15-257 mmolL (8,6- 10,3 mg/dL)
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HORIBA ABX SAS
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FRANCE

Reagente de diagnostico para a determinacédo quantitativa in-vitro de calcio

em soro, plasmae urina por colorimetria.

Instrugoes do teste

Soro, plasma: CaAS 2
3

Urina: CaU_AS @
3

Utilizagéo b

O ABX Pentra Calcium AS CP, com calibrador e
controlos associados, € um reagente de diagnodstico para
a determinacdo quantitativa in vitro de calcio em soro,
plasma e urina humanos, com base num método
colorimétrico, utilizando o analisador de quimica clinica
ABX Pentra 400. A medicio de calcio € utilizada no
diagndstico e tratamento da doenca da paratiroide, uma
séne de doencas Gsseas, doenca renal cronica e tétano
(contracBes ou espasmos muscularesintermitentes).

Interesse clinico (1,2, 3)

O calcio desempenha um papel essencial em muitas
funcbes celulares: de forma intracelular na contraccdo
dos musculos e no metabolismo do glicogénio, de forma
extracelular na mineralizacdo dos ossos, na coagulacio
do sangue e na transmissdo dos impulsos nervosos. O
calcio estd presente no plasma em trés formas: livre,
ligado as proteinas ou em complexos com anides como o
fosfato, citrato e bicarbonato. Em condices fisioldgicas,
o equilibrio de calcio é determinado pela relacdo entre a
ingestdo de calcio e a sua absorcdo e excrecao. A
excrecao urinaria é um importante indicador da retencao

de calcio no corpo. Os niveis reduzidos de calcio total
podem estar assodados a doencas do sistema dsseo
(especialmente a osteoporose), doencas dos rins (em
especial sob didlise), absorcdo intestinal deficiente e
hipoparatiroidismo. O calcio total aumentado pode ser
medido no hiperparatiroidismo, doencas malignas com
metastases e sarcoidose. As mediches de caldo também
ajudam a monitorizar a suplementacdo de calcio,
principalmente na prevencdo da osteoporose.

Meétodo (4,5, 6,7)

Varios métodos colorimétricos para a determinacio do
célcio ja foram utilizados no passado. Connerty e Briggs
descreveram métodos que usavam alizarina 3-sulfonato
(4) e cresolftaleina complexona (5) enquanto Gindler e
King descreveram um método que usava azul de timol (6).
Ja foram feitas varias modificacbes posteriores a estes
métodos. O método utilizado aqui baseia-se no
metalocromogénio Arsenazo lll. Os ides de célcio (Ca*)
reagem com o0 Arsenazo I (2,2'-[1,8-Diidrox-3,6-
disulfonaftileno-2,7-bisazo]-acido bisbenzenoarsdnico) ao
pH 6,75 para formar um croméforo na coloragdo purpura
intensa. A absorvancia do complexo Ca-Arsenazo lll é
medida bicromaticamente a 660/700 nm.

0O aumento resultante na absorvancia desta mistura da
reaccdo é directamente proporcional 3 concentracdo de
calcio presente na amostra. O Arsenazo Il possui afta
afinidade (K" = 1 x 107) com os ides de calcio (7) e ndo
apresenta interferéncia de outros cations nomalmente
presentes no soro, plasmaou urina.

pHES0
Ca*+ + Arsenzzo I <+——» Compiexo C3-Arsenazo W (plrpurz)

*Medificac3o: modificacio das mstrucdes do tests.
“Modificacdo: modificacio do volume do reagente.
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