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Resumo
O magnésio é um dos eletrdlitos mais abundantes no organismo e sua deficiéncia é
responsavel por causar sintomatologia clinica e queda na produtividade de bovinos
leiteiros. A concentracdo de sua forma idnica ainda é a mais eficaz para determinacéo
de seu status. Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo verificar as
variacdes da concentracdo de Magnésio iénico (iMg) em bovinos leiteiros no periodo
de transicdo. Primeiro, foi avaliada a viabilidade de amostras de sangue em relacao
ao tempo em refrigeracéo (TO, T4, T8, T12 e T24 horas) e a forma de armazenamento
(sangue fresco, soro sanguineo e soro sanguineo congelado) a fim de verificar
possiveis variagdes das concentracdes. A partir das analises por hemogasometria, foi
observado que a concentracdo de iMg é estavel por 12 horas quando mantido em
refrigeracdo, e por um maior tempo quando em soro sanguineo congelado, o que
difere dos outros macrominerais analisados. Depois, verificou-se a variacdo da
concentracdo de magnésio idnico em vacas mesticas a pasto ao longo do periodo de
transicdo em 4 tempos diferentes, a partir de 15 dias antes da previsdo de parto até
30 dias de pos-parto. As vacas no periodo de transicdo apresentaram uma variagao
de sua concentragcdo ao longo do periodo de estudo, tendo os menores valores nos
periodos de pré-parto e parto (0,61 mmol/L e 0,64 mmol/L respectivamente). Ha
necessidade de se ter maior atencao as concentracdes de iMg de vacas no periodo
de transicao pela importancia para a manutencao da saude e produtividade de bovinos
leiteiros. Houve estabilidade deste eletrdlito até 12 horas de coletado em materiais

diferentes, o qual facilita a logistica entre a coleta de amostras e sua analise.

Palavras-chave: hemogasometria hipomagnesemia, macromineral
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Abstract
Magnesium is one of the most abundant electrolytes in the body and its deficiency is
responsible for causing clinical symptoms and a drop in productivity in dairy cattle. The
concentration of its ionic form is still the most effective in determining its status. In this
sense, the present study aimed to verify the variations in the concentration of ionic
Magnesium (iMg) in dairy cattle in the transition period. First, the viability of blood
samples was evaluated in relation to the time in refrigeration (TO, T4, T8, T12 and T24
hours) and the form of storage (fresh blood, blood serum and frozen blood serum) in
order to verify possible variations concentrations. From the blood gas analysis, it was
observed that the iMg concentration is stable for 12 hours when kept in refrigeration,
and for a longer time when in frozen blood serum, which differs from other
macrominerals analyzed. Then, the variation of the ionic magnesium concentration in
crossbred cows on pasture was verified during the transition period at 4 different times,
from 15 days before calving forecast to 30 days postpartum. Cows in the transition
period showed a variation in their concentration throughout the study period, with the
lowest values in the pre-calving and calving periods (0.61 mmol/L and 0.64 mmol/L
respectively). There is a need to pay greater attention to the iMg concentrations of
cows in the transition period due to their importance for maintaining the health and
productivity of dairy cattle. This electrolyte was stable for up to 12 hours of collection
in different materials, which facilitates the logistics between sample collection and

analysis.

Keywords: hemogasometry, hypomagnesemia, macromineral
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LISTA DE ABREVIATURAS

Ca?* Calcio

EEC Espaco extracelular

EIC Espaco intracelular

iCa  Calcio ibnico

iMg  Magnésio ibnico

K* Potéassio

MAPA Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Mg?* Magnésio

MgO Oxido de magnésio

Na* Sadio

P Fosforo

pH  Potencial de hidrogénio

PTH Paratorménio

PV  Peso vivo

paCO:zPressao parcial de diéxido de carbono
paO2 Pressao parcial de oxigénio

tMg Magnésio total
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CAPITULO 1
1. Introducéao

Na producéo de bovinos leiteiros, a manutencédo da saude dos animais € de
extrema importancia para a produtividade e lucratividade do setor. Disturbios na saude
e produtividade de vacas devido a deficiéncia de macrominerais em dietas com
concentracfes anormais de célcio (Ca), magnésio (Mg), fosforo (P) ou potéssio (K)
podem levar a complicacdes clinicas ou subclinicas durante o periodo de transicéao
(Goff, 2006). O magnésio € um dos minerais essenciais para 0 organismo e apesar
disto ndo apresenta mecanismos regulatorios, sendo a manutencdo da sua
concentracdo normal no plasma, dependente da sua absor¢ao proveniente da dieta,
onde concentracfes sanguineas de 0,75 a 1,0 mmol/L seriam adequadas para a
modulacdo da transmissao sinaptica no sistema nervoso central, além de funcdes
musculares e de formacdo 6ssea em bovinos leiteiros (Tsiamadis et al., 2016).

Segundo o NRC (2001), o estoque de magnésio nos 0ssos nao € uma fonte
significativa deste macromineral, no entanto, em tempos de déficit pode ser utilizado.
A reabsorcéo O0ssea ocorre em resposta a homeostase do célcio, e ndo ao status do
magnésio, onde a relacdo iCa e iMg nos ossos é de 42 para 1 e se houvesse
mobilizagcdo de Mg na intengdo de suprir sua deficiéncia desestabilizaria a
concentracéo de célcio (Martens et al., 2018).

Tsiamadis et al. (2016) citam que o Mg?* tem papel importante na etiologia da
hipocalcemia (Ca?* sérico < 2,07 mmol/L), onde a hipomagnesemia (Mg?* sérico <0,74
mmol/L) reduziria a secrecao de paratorménio (PTH), a sensibilidade do tecido ao PTH
e a sintese ou a resposta do 6rgéo alvo ao 1,25-di-hidroxicolecalciferol (vitamina D).
Além disso, hipomagnesemia leve (Mg?* sérico entre 0,53 e 0,74 mmol/L) é comum
em vacas recém paridas anoréticas e na maioria dos casos é acompanhada por
hipofosfatemia leve (P sérico entre 0,65 a 1,29 mmol/L) e hipocalemia leve (K* sérico
entre 2,6 e 3,9 mmol/L).

Os citados valores, no entanto, foram determinados em estudos que
avaliaram a concentracdo total de magnésio no sangue (tMg). Embora seja um
meétodo de maior acessibilidade e menor custo, pode nédo ser adequado uma vez que,
no plasma encontra-se 1% do Mg corporal total e, cerca de dois tercos deste valor sao
a fracédo biologicamente disponivel (magnésio i6nico - iIMg) que pode ser utilizada
quando necessério. Nesse sentido, o iMg € considerado a forma mais precisa para

determinar o verdadeiro status de magnésio do animal (Martens et al., 2018).
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A melhor compreenséo da fisiologia do metabolismo mineral de vacas em
transicdo permite conhecimento mais assertivo da fisiopatologia de disturbios clinicos
comuns nesse periodo. Assim, o estudo objetiva avaliar a viabilidade de amostras de
sangue total e soro sanguineo em diferentes tempos de armazenamento para
determinar a estabilidade do iMg e analisar a concentragdo de magnésio idnico
durante o periodo de transicdo em vacas de média producao, a pasto, no sudoeste do

estado de Goias.
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2. Referencial Tedrico

Bovinos leiteiros, principalmente os de alta producdo, passam por uma fase
critica no final do periodo seco e inicio da lactacdo, sendo conhecido como periodo
de transicéo, onde ocorrem alteracdes hormonais e metabdlicas que estao associados
ao final da gestacdo e inicio da lactagdo e, podem afetar a homeostase dos
macrominerais aumentando significativamente a ocorréncia de distdrbios metabdlicos
(Sordillo and Raphael, 2013; Sundrum, 2015; Neves et al., 2017).

De modo geral, as desordens metabdlicas apresentam-se de forma
subclinica, podendo acometer cerca de 70% do rebanho, onde a maior parte dos
diagndsticos séo negligenciados e ndo séo realizados de forma correta, sendo assim,
responsaveis pela menor producdao leiteira, aumento dos custos com tratamento dos
animais doentes e aumento de afec¢Bes secundaria consequentes do déficit de
macrominerais (Moreira et al., 2017).

A deficiéncia de magnésio, também denominada como tetania das pastagens
tem seus sinais clinicos conhecidos ha mais de 80 anos, porém a sua correlacdo com
outras desordens metabdlicas como a hipocalcemia ainda ndo é bem esclarecida
(Martens and Stumpff, 2019). Deficiéncias de Mg?* normalmente sédo relatadas em
sistemas de producéo a pasto, no entanto, Donovan et al. (2004) reportaram aumento
nas taxas de morte subita em um rebanho confinado com média de producéo por vaca
de 31 e 33 kg de leite/dia. A pesar dos relatos das alteracées metabdlicas oriundos da
deficiéncia de magnésio ndo apresentar alta incidéncia, em rebanhos no Uruguai os
casos de hipomagnesemia pode chegar a 7,8% (Doncel et al., 2019).

A tentativa de corrigir a deficiéncia com a suplementacéo deste macromineral
nem sempre sera a alternativa mais eficiente, visto que a deficiéncia de Mg esta mais
correlacionada com a baixa absor¢cdo do que com a suplementacéo, visto que o
magneésio nao possui a regulacao de sua concentracéo por feedback hormonal, como

ocorre em outros macrominerais (Chester-Jones, 1989, Martens et al., 2018).

2.1 Funcéo e distribuicao

O magnésio é um eletrdlito de grande importancia para processos
metabdlicos, desempenhando um papel fundamental na funcéo intracelular e
extracelular, nas reagbes enzimaticas, diferenciacdo osteogénica, nas vias
imunologicas, nas funcbes musculares e na neurotransmissao juntamente com o
Célcio (Li et al., 2011, Martin-Tereso and Martens, 2014, Zheng et al., 2016, Martens
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et al., 2018). Grande parte da sua atividade est4 relacionada com a sua contribuigdo
para a formacdo do substrato de enzimas dependentes de ATP, também possui
grande papel na fosforilacdo oxidativa, glicélise, sintese de proteina entre outras
funcionalidades que garantem a manutencéo das funcoes fisioldgicas (Rude, 1998).

No organismo o magnésio estd concentrado principalmente nos 0ssos
juntamente com o calcio e o fosforo (60-70%), aproximadamente 30% estdo no
espaco intracelular (EIC) onde o Mg esta ligado a varios anions, e 1% esta no espaco
extracelular (EEC), onde se tem a maior fracdo do Mg biodisponivel contido no corpo.
No espaco extracelular, do qual o soro sanguineo faz parte, 0 magnésio pode ser
encontrado em trés formas: forma ionizada ou livre (50-70%), ligado a proteinas como
a albumina (20-40%), ou ainda na forma complexada a outras substancias como o
citrato, fosfato e bicarbonato (10%). Apesar disto, apenas a sua forma ionizada ou
livre integra a configuragao biologicamente ativa (Bateman, 2017).

Martens et al. (2018) utilizou a seguinte formula para estimar a quantidade
total de Mg no corpo de ruminantes: Mg (g) = (0,655 x PV (kg) - 3,5), onde PV é o
peso vivo do animal em kg. A quantidade total de Mg?* de uma vaca adulta e nédo
gestante com aproximadamente 700 kg seria proxima a 455 g de magnésio corporal
total (tMg), sendo que deste valor aproximadamente 273 a 318,5 g estaria nos 0Ss0s,
136,5 g no espaco intracelular e apenas de 4,55 g estaria no espaco extracelular, onde
destes apenas de 2,3 a 3,2 g estaria na forma biodisponivel.

Se bem existe certa correlacdo entre os valores do magnésio iénico (iMg) e
total (tMg), ndo é possivel calcular ou usar uma equacao de ajuste para determinar o
iMg a partir do tMg, visto que os valores correspondentes a cada fracdo em que o
Mg?* estd armazenado possuem grande variagdo e a porcdo de iMg pode ser
facilmente alterada. A diferenca entre iMg e tMg pode ser ainda maior em periodos

criticos, como o periodo pés-parto.

2.2 Influxo e efluxo de magnésio

Devido a que o Mg?* ndo tem uma regulacéo por feedback hormonal como no
Ca, manter os niveis de magnésio dentro dos valores de referéncia ndo é simples. A
sua concentracdo plasmatica é mantida devido o influxo e efluxo do que € consumido
e absorvido, e do que é excretado nas fezes, urina, leite e outros metabdlitos e por

isso, sua concentracdo pode facilmente ser alterada. Da fracdo armazenada nos
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0ssos, apenas 30% podem ser utilizados e mesmo assim nédo estao prontamente
disponivel para o animal em tempos de déficit (Martens et al., 2018).

Podemos definir esta relacdo entre o influxo e efluxo em uma vaca adulta e
ndo gestante como uma equacéo simples, onde a concentragdo plasmatica do Mg?*
depende do influxo do trato gastrointestinal para o espaco extracelular (EEC), e do
efluxo do EEC para o leite, para as secre¢des enddgenas e ainda para a excrecao

renal do excedente (Figura 1).

Ingestéo oral de Mg+ TR Excrecdo fecal de Mg+
50 g/d 7.2 g/d + 2.8 g/d = 40 g/d

Absorco: BCrec.
12.8 g/d endog.:
2.8 g/d
ool EIC: _
F313[] g ? Mg+ disponivel: Urina: 5.2 g/d
12.8 g/d
pool EEC: 40 L/d de leite: 4. g/d
Sangue: 4-5¢g
320 g ?

Figura 1: Regulacao da homeostase do magnésio em vacas leiteiras ndo gestante. Fonte: Adaptado de
Martens et al., 2018.

O Mg?* possui absorgéo no intestino e no rumem, sendo este Ultimo o principal
local de absorcdo de magnésio nos ruminantes. Quando a absorcdo ruminal é
reduzida, a absorcao no trato intestinal ndo sera capaz de manter uma concentracao
sérica adequada (Martens et al., 2018). Em ovinos, cerca de 50 a 60% do total de
Mg?* é encontrado no liquido ruminal estratificado, sendo que esses valores estédo
relacionados e podem ser modificados de acordo com o tempo de permanéncia da
dieta no rimen e o tipo de dieta ingerida (Grace et al., 1988). Os principais fatores que
vao determinar a digestéo e absorcao para a maioria dos minerais sédo o tamanho da
particula ingerida, o pH ruminal e os fatores correlacionados com os niveis séricos de

outros macrominerais (Grace et al., 1988).
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A absorcdo dos ions de magnésio é feita por transporte ativo, sendo este
transporte dependente de um potencial elétrico e de varios fatores correlacionados
com o nivel sérico de outros macrominerais. Outra forma de absorcdo ruminal € pelo
transporte passivo, mas este depende que a concentragdo de Mg?* no liquido ruminal
seja superior a 4 mmol/L, onde para vacas recém paridas é necessario disponibilizar
via dieta, cerca de 3,5 a 4 g de Mg?*/kg de matéria seca para que o animal alcance
essa concentracao e o transporte passivo seja realizado (Goff, 2006).

Valores de pH maiores que 6,0 promovem um comprometimento de sua
absorcdo, onde um pH mais baixo possibilita que a maior parte de Mg?* contido no
conteddo ruminal apresente-se na forma sollvel aumentando assim a sua absorc¢éo,
além de que a condutividade dos cations pelos canais iGnicos é maior em pH mais
baixo (Dalley et al., 1997; Schonewille et al., 2000). Dietas ricas em potassio, fésforo
e nitrogénio podem afetam os canais responsaveis pela absorcédo de Mg?*, além disto,
provocar uma alteracdo de pH ruminal dificultando sua absorcao (Fisher et al., 1994,
Rosol and Capen, 1996, Martens et al., 2018).

A ingestdo deficiente de sbédio também sera responsavel pela reducdo da
absorcdo de Mg?* devido a sua relacdo com transporte ativo de Mg?* pelo epitélio
ruminal. Além disso, para os animais que se alimentados com forragem pode ocorrer
a formacao de alguns acidos insaturados como palmitico, linolénico e linoleico que
juntamente com o Mg?* formam sais de Mg?* o tornando insollvel e indisponivel para
absorcao no ramen (Goff, 2006).

A excrecdo renal de Mg?* é extremamente responsiva a quantidade que é
ingerida, ao PTH e a regulacdo do calcio. Ocorre por um processo de filtracdo e
reabsorcdo, onde parte do Mg?* filtrado é absorvida e o excedente é excretado na
urina. O aumento da excrecdo de Mg?* ocorre quando a quantidade filtrada supera a
capacidade de reabsorcao feita pelos tubulos renais, por outro lado, se o limiar renal
(0,7 a 0,75 mmol/L) de Mg?* plasmaético ficar abaixo do normal, praticamente todo o
Mg?* filtrado é reabsorvido (De Rouffignac and Quamme, 1994; Schonewille and
Baynen, 2005; Martin-Tereso and Martens, 2014).

No leite, cerca de 120 mg/L de Mg?* sdo excretados, em vacas recém paridas
a concentracdo de Mg?* no colostro aumenta podendo chegar a 322 mg/L, e dentro
de 2 a 3 dias a concentracdo volta aos valores normais. Em vacas em lactacao o
estoque extracelular de Mg?* pode se esgotar rapidamente pois o efluxo de Mg?* para

o leite € continuo mesmo quando o animal ja apresente hipomagnesemia,
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aumentando a necessidade de considerar o Mg?* como um macromineral de atengéo
no momento do parto e na producéo leiteira (Goff, 2006; Martens et al., 2018).

Em caso de ingestéo deficiente e maior excre¢cdo de magnésio para o leite, a
excrecao renal sera minima e o balanco entre no influxo e efluxo néo sera considerado
como deficiente pelo organismo porque para 0 organismo tudo que est4d sendo
absorvido é utilizado. Desta maneira, ndo ocorre sinalizacdo de deficiéncia e
consequentemente ndo ha captacdo de magnésio a partir das reservas e se instala a

hipomagnesemia (Martin-Tereso and Martens, 2014).

2.3 Disturbios metabdlicos

Em geral, as desordens metabdlicas sdo caracterizadas como uma
manifestacdo clinica ou subclinica da incapacidade de regulacdo das demandas
metabdlicas do animal, onde os disturbios mais frequentes nos bovinos leiteiros séo:
cetose, lipidose hepatica, acidose metabdlica ou ruminal, hipocalcemia e
hipomagnesemia (Chapinal et al., 2011; Sundrum, 2015).

Os transtornos metabdlicos sao responsaveis por uma menor ingestao de
matéria seca, diminuicdo da motilidade de ruminal e intestinal, menor metaboliza¢éo
e formac&o dos componentes do leite, baixa produtividade e maior susceptibilidade a
doencas metabdlicas e infecciosas, em casos mais graves pode provocar disfuncdes
motoras e nervosas fazendo com que o animal perca a capacidade de se movimentar,
podendo ainda evoluir para a morte (Goff, 2006).

Durante o periodo de alta producdo de leite, as demandas metabdlicas de
vacas leiteiras afetam consideravelmente o estado imunoldégico do animal,
desempenho reprodutivo e qualidade e quantidade de leite produzido (Gross and
Bruckmaier, 2019). Acredita-se que cerca de 50% das vacas multiparas recém paridas
sofrem de algum distarbio metabdlico, principalmente a hipocalcemia clinica e
subclinica, contribuindo negativamente para a producgédo de leite (Neves et al., 2017).

Dentre as desordens metabolicas conhecidas, o baixo nivel sérico de
magnésio denominado hipomagnesemia, afeta diversos animais domeésticos, dentre
eles os ruminantes que podem apresentar ou nado sintomatologia, ou evoluir para
morte subita (Constable et al., 2017, Zelal, 2017). Esta deficiéncia pode ser
classificada como priméaria onde a ingestdo de Mg?* fornecida na dieta é insuficiente

(inferior a 1,3 g de Mg?*/kg de MS), ou deficiéncia secundaria que é resultante da
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baixa absorcdo de Mg?* no rimen mesmo com o fornecimento de concentragdes
adequadas proveniente da dieta (Care et al., 1984, Ram et al., 1998).

A sintomatologia associada a falta de Mg?* esta correlacionada com a
diminuicdo da sua concentracdo no liquido cefalorraquidiano e modula¢gbes das
funcdes do canal promovendo o mal funcionamento do sistema nervoso central, e
consequentemente causando sintomas neurolégicos como contragbes néo
voluntarias musculares tetanicos, ataxia, decubito e convulsbes, evoluindo
posteriormente a morte (Martin-Tereso and Martens, 2014).

Os requerimentos de magnésio aumentam no final da gestacdo e inicio da
lactac@o por consequéncia do fluxo necessario para o desenvolvimento fetal final e
producado do colostro e leite (Martin-Tereso and Martens, 2014). A probabilidade de
desenvolver deficiéncia de Mg2+ em vacas a pasto € maior, uma vez que, a maioria
das gramineas forrageiras apresentam concentracéo elevada de K*, que é um dos
antagonistas na absorcdo de Mg?*, da mesma maneira o teor de Mg2+ nas gramineas
€ bastante variavel em detrimento do tipo de solo e a alta adubag¢do com potassio e
nitrogénio (Schonewille et al., 2000; Schonewille, 2013).

A ocorréncia de hipomagnesemia em vacas gque estdo em sistema confinadas
€ incomum, visto que normalmente as dietas sdo balanceadas para suprimir as
necessidades diaria dos animais (Donovan et al., 2004). Em dietas totais, a fonte de
Mg?* vem da cultura utilizada para a silagem, dos grdos e da mistura mineral. Esta
Gltima pode utilizar usa fontes de Mg?* como o oxido de magnésio (MgO), o qual tem
biodisponibilidade variavel de acordo com as caracteristicas fisicas e quimicas, como
temperatura, tempo de exposicao e tamanho de particula que podem ser encontrados
no liquido ruminal (Bach et al., 2018).

A hipomagnesemia pode ser considerada um fator predisponente para a
instalacdo da hipocalcemia clinica, onde o inadequado fornecimento de magnésio na
dieta pré-parto é responsavel por uma menor mobilizagdo de calcio no momento do
parto (Lean et al., 2006). O calcio tem sua regulacdo hormonal regida pelo PTH e
através da reabsorcédo renal e a deficiéncia de Mg?* que afeta a sensibilidade ao PTH
e ao 1,25-di-hidroxivitamina D, ocasiona em uma queda na homeostase de Ca?** e
promove a hipocalcemia. Este disturbio € responsavel por casos de retencédo de
anexos placentérios, infecgcbes uterinas, mastite, deslocamento de abomaso, cetose
diminuicdo da ingestdo de matéria seca e queda na producao de leite (Goff, 2006,
Oetzel, 2014).
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3. Consideracoes finais

Embora pesquisas com macrominerais, principalmente com calcio sejam mais
comuns, pouco se sabe em relacdo ao magnésio. Compreender melhor como
funciona sua fisiologia e metabolismo, principalmente em tempos de déficit de sua
concentracdo, € de suma importancia para a produtividade e saude de bovinos
leiteiros em fase critica como o periodo de transi¢éo.

A importancia do magnésio esta cada vez mais clara, quando nos referimos a
animais de alta produtividade, pequenas variacdes no teor de minerais na dieta podem
contribuir para uma melhor produtividade e saude dos rebanhos. Ja em relagcédo a
rebanhos de menor producdo o entendimento da funcdo de elementos como o Mg?*
no metabolismo dos bovinos pode evitar que distlrbios metabdlicos ocorram, como
por exemplo a ligacéo direta entre hipomagnesemia com a etiologica da hipocalcemia,

além da sintomatologia que a deficiéncia de magnésio pode causar.
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CAPITULO 2
Avaliacdo da viabilidade de amostras para anélise de concentracao ibnica de

calcio e magnésio em vacas mesticas.

Resumo

O Célcio (iCa) e Magnésio (iMg) ionizado no plasma sao as fracbes prontamente
disponiveis, sendo assim, a sua determinacdo é mais precisa para indicar o estado
fisiolégico animal. O objetivo do presente estudo foi avaliar a viabilidade de amostras
de sangue fresco resfriado em relagéo ao tempo e o armazenamento de amostras de
para determinar possiveis alteracdes nas concentracdes parametros sanguineos. A
pesquisa foi composta em duas etapas, em que todas as analises foram feitas com
vacas mesticas em lactacao criadas a pasto. Em um primeiro momento foi avaliado o
sangue fresco de 15 vacas, as analises eram realizadas em tempos diferentes (TO,
T4, T8, T12 e T24), com o material mantido a 6°C. Para as amostras foi utilizado
seringas heparinizadas com litio, e analisadas por hemogasometria. Os valores de
significancia estatistica foram calculados usando o teste t de Student. Observa-se que
a amostra de sangue, sob refrigeracdo, apresentou resultados onde o iMg, iCa e o
Na* foram estaveis por pelo menos 12 horas. Em segunda avaliagdo com 20 vacas
utilizando sangue fresco, soro sanguineo fresco e soro sanguineo congelado por no
minimo 7 dias. Para a amostra de sangue fresco foi utilizada seringa heparinizada
com litio, e para as amostras de soro sanguineo foi utilizado um sistema a vacuo em
tubos estéreis sem anticoagulante, centrifugadas e o0 soro armazenado em
Eppendorfs® e posteriormente congeladas. A concentracdo iMg se manteve estavel
tanto para o material fresco quanto para o congelado por 7 dias (P = 0,90 e 0,96
respectivamente), demostrando que seu tempo de conservacao se estende quando
se utiliza soro sanguineo congelado. O maior tempo em que 0 sangue e 0O SOro
sanguineo se mantém conservados pode melhorar a logistica entre a coleta de
material na propriedade rural e a analise no laboratorio. A determinacdo precoce de
hipocalcemia e/ou hipomagnesemia auxiliara na tomada de decisGes para prevencao

e tratamento de deficiéncias ou problemas metabdlicos.

Palavras-chave: hemogasometria, macromineral, soro sanguineo
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Abstract

Calcium (iCa) and Magnesium (iMg) ionized in plasma are the readily available
fractions, so their determination is more accurate to indicate the animal's physiological
state. The aim of the present study was to evaluate the viability of fresh chilled blood
samples in relation to time and sample storage to determine possible changes in blood
parameter concentrations. The research consisted of two stages, in which all analyzes
were performed with lactating crossbred cows raised on pasture. At first, the fresh
blood of 15 cows was evaluated, the analyzes were performed at different times (TO,
T4, T8, T12 and T24), with the material kept at 6°C. For the samples, heparinized
syringes with lithium were used, and analyzed by hemogasometry. Statistical
significance values were calculated using Student's t-test. It is observed that the blood
sample, under refrigeration, showed results where iMg, iCa and Na+ were stable for at
least 12 hours. In a second evaluation with 20 cows using fresh blood, fresh blood
serum and frozen blood serum for at least 7 days. For the fresh blood sample, a
heparinized syringe with lithium was used, and for the blood serum samples, a vacuum
system was used in sterile tubes without anticoagulant, centrifuged and the serum
stored in Eppendorfs® and subsequently frozen. The iMg concentration remained
stable for both fresh and frozen material for 7 days (P = 0.90 and 0.96 respectively),
demonstrating that its shelf-life extends when using frozen blood serum. The longer
time that blood and blood serum are preserved can improve the logistics between
collecting material on the farm and analyzing it in the laboratory. Early determination
of hypocalcemia and/or hypomagnesemia will help in making decisions to prevent and
treat metabolic deficiencies or problems.

Keywords: hemogasometry, macromineral, serum blood



O 00 N o U b WNPE

W W W W N N N N N N N N NN R P R R R R R R R
w N P O U 0 N O Ul B W N P O O 0O N OO U B W N — O

25

Introducéo

Ha mais de 100 anos que alteracdes na composicdo quimica de materiais
bioldgicos como sangue, urina e leite sdo estudadas e analisadas para identificacéo
de disturbios clinicos, contudo apenas nos ultimos 25 anos que se tem maior interesse
e atencdo para a analise de alguns elementos sanguineos como forma de
monitoramento da saude dos rebanhos (Overton et al., 2017).

A utilizacdo do sangue como material de analise para determinacdo de
desordens metabdlicas € comum em diversas espécies. Em animais de producao, a
retirada, geralmente se faz de véaria amostras antes do encaminhamento de todo o
material para analise, porém dependendo do material biol6gico e do tempo de coleta
até a analise laboratorial, podem ocorrer alteracdes dos parametros avaliados levando
a sub ou superestimacao dos resultados (Menta et al., 2020).

Apesar da hipomagnesemia ser um dos distdrbios metabdlicos de grande
importancia para a bovinocultura leiteira, a determinacdo do status de magnésio é
dificil de ser estabelecida, como mostrado nos estudos de Schweigel et al. (2009)
onde mesmo vacas (saudaveis) que nado apresentavam déficit na concentracdo de
Mg, quando submetidas a infusdo intravenosa com magnésio, apresentaram reducao
na excrecdo renal deste macromineral, indicando que o animal estaria em
hipomagnesemia.

A concentracédo de Mg?* no organismo é dificil de ser mantida, visto que ndo
possui um sistema regulador como acontece no calcio, onde o recrutamento do
estoque 0sseo ndo esta prontamente disponivel. A relacdo iCa e iMg nos 0ssos €é de
42 para 1 e se houvesse mobilizacdo de Mg?* na intencdo de suprir sua deficiéncia
desestabilizaria a concentracéo de célcio (Martens et al., 2018).

Alteracdes nas concentracdes de iCa em amostras que foram armazenadas
comparadas com sangue fresco ja foram relatadas em diversos trabalhos. No entanto,
a avaliacdo do iMg em rebanhos comerciais ainda ndo € uma pratica comum. Além
disto, ndo se sabe se é possivel que sua concentragdo ndo seja alterada pelo tempo
qgue leva da coleta do material até a analise e pelo tipo de material utilizado para
armazenamento. Diante disto, o presente estudo teve como objetivo analisar a
viabilidade de material fresco e congelado para determinar a estabilidade da

concentracgdo ibnica de célcio e magnésio, de vacas mesticas a pasto.
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Materiais e métodos

A pesquisa foi realizada em duas etapas: etapa 1: avaliagdo do tempo de
analise em que a amostra de sangue fresco total se mantém estavel, e etapa 2:
avaliacdo da viabilidade de analise no sangue fresco, soro sanguineo fresco e
congelado para avaliar alteragcbes nas concentracdes de diversos parametros. O
estudo foi realizado no periodo de outubro de 2020 a mar¢o de 2021. Todos os
animais utilizados nas duas etapas sdo da Fazenda escola da Universidade Federal
de Jatai e os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais — CEUA da UFJ de acordo com o protocolo nimero N0O10/20.

Para a etapa 1, foram utilizadas 15 vacas mesti¢cas Holstein x Gir em lactacao,
com producdo média de 10L/vacal/dia, e dieta basicamente composta por capim
Mombaca (Panicum maximum cv. Mombaca) com suplementacéo de concentrado a
base de milho e farelo de soja durante a lactagéo. Foram coletados 4,0 mL de sangue
da artéria coccigea de cada vaca apds assepsia do local com alcool 70%, com seringa
especifica para a realizacdo do exame de hemogasometria (Seringa heparinizada, c/
litio SARSTEDT MONOVETTE Brasil). Apds a coleta, o material era homogeneizado
e acondicionado em caixa de isopor com gelo, e encaminhado imediatamente para o
laboratério do Hospital Veterinario UFJ, onde as analises eram realizadas com
aparelho especifico de hemogasometria (PRIMEVET Plus®, NOVA BIOMEDICAL,
USA). A primeira analise foi realizada em até uma hora apos a coleta do sangue (TO0).
Posteriormente, as seringas foram mantidas em geladeira em temperatura de 6°C,
sendo as demais analises realizadas em duplicada ap6s 4 horas (T4), 8 horas (T8),
12 horas (T12) e 24 horas (T24) da coleta do material. Para a realizacdo das andlises,
as seringas eram retiradas da geladeira, mantidas em temperatura ambiente e
homogeneizadas por 1 minuto.

Para a segunda etapa, foram utilizadas 20 vacas mesticas Holstein x Gir em
lactacdo, com producdo média de 10L/vaca/dia, e dieta basicamente composta por
capim Mombaca (Panicum maximum cv. Mombaca) com suplementacdo de
concentrado a base de milho e farelo de soja durante a lactacdo. As coletas
sanguineas foram realizadas em duas parcelas, sendo as mesmas realizadas no
mesmo momento. Para primeira parcela, foi retirado 2,0 mL de sangue por puncao da
artéria coccigea configurando o grupo sangue fresco (F) utilizando seringas
especificas para a realizagdo do exame de hemogasometria (Seringa heparinizada, c/
litio SARSTEDT MONOVETTE Brasil). Logo apés, para a segunda parcela, foram
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coletados 8,0 mL de sangue por puncéo da artéria coccigea em tubos de 10,0 mL com
vacuo, esterilizados e sem anticoagulante.

Todo o material foi acondicionado em caixa de isopor com gelo e
encaminhado para o Laboratério do Hospital Veterinario UFJ para analise, onde a
amostra F foi analisada com intervalo maximo de 1 hora da coleta. Os tubos a vacuo
esterilizados passaram por processo de centrifugacdo, o soro sanguineo foi separado
e acondicionado em Eppendorf® em duas aliquotas de 1 mL cada. Uma das aliquotas
de soro sanguineo foi analisada no momento em que o soro era liberado, configurando
o tratamento soro fresco (Sf) e, o restante das amostras de soro foram congeladas
(SCon) a -20°C por 7 dias até o momento da andlise. O processo de descongelamento
foi realizado com os Eppendorfs® em temperatura ambiente.

Para realizacédo do exame de hemogasometria, as seringas e os Eppendorfs®
foram homogeneizados e analisados em duplicata. O hemogasdémetro forneceu
valores referentes a: célcio ionizado (iCa), magnésio ionizado (iMg), potassio (K*),
sédio (Na*), glucose (Glu), lactato (Lac), presséao parcial de Oxigénio (paO3), presséo
parcial de Diéxido de Carbono (paCO2) e pH.

Os dados da hemogasometria dos diferentes estudos foram analisados
separadamente, realizando a comparacdo das amostras e submetidos a analise de
variancia (ANOVA), modelo univariavel (teste F P<0,05) e teste de Tukey. Para tal, o
programa Statistical Analysis System — SAS, Verséao 9.3 (SAS Institute, Cary NC), foi

utilizado.

Resultados

As coletas de sangue foram realizadas sem causar maior estresse aos
animais com procedimentos de contencdo adequados e sem afetar a rotinas da
fazenda (Ollé et al., 2021). A utilizacdo da variacdo de tempo e materiais diferentes
auxilia no esclarecimento do comportamento dos parametros analisados em diversas
situacdes, podendo assim, fazer com que a analise de iMg por exemplo se torne uma
pratica mais frequente em rebanhos leiteiros.

No primeiro experimento com sangue fresco foi possivel observar que
parametros como calcio idnico e sodio (P = 0,99 para ambos) ndo apresentaram
alteracdes em suas concentragfes durante todo o periodo de estudo (Tabela 1). J&
para magnésio ibnico e lactato sua estabilidade foi mantida até 12 horas de

armazenamento.



1
2
3

O ooNOULT b~

10
11
12
13
14

15
16
17

18

20
21

22
23
24

28

Tabela 1. Média (+ erro padrdao da média) das concentracbes de célcio ionizado,
magnésio ionizado, potassio, sédio, glucose e lactato em sangue fresco a diferentes
tempos de andlise em vacas mesticas em lactacao.

TO T4 T8 T12 T24
iCa, mmol/L 1,23+0,012  1,23+0,012  1,23+0,012  1,23+0,01> 1,23+0,012
iMg, mmol/L 0,72+0,012 0,70+0,012  0,70+0,01> 0,69+0,012 0,67 +0,01°
K*, mmol/L 445+0,10° 4,53+0,092  4,62+0,10® 472+0,11®> 501+ 0,14°
Na*, mmol/L  137,8+0,72® 137,8+0,70° 137,7+0,73* 138,0+£0,73* 137,5+0,90%
Glu, mg/dL 67,35+ 1,01* 66,28+0,99% 63,14+ 1,01 60+0,88° 57,91+ 1,25°
Lac, mmol/L 0,97 £0,15° 1,240,172 1,57 +0,25% 1,93 +0,31*° 2,53 +0,35°

TO = andlise em até 1 hora da coleta do material, T4 = andlise com 4 horas da coleta do material, T8 =
andlise com 8 horas da coleta do material, T12 = anélise com 12 horas da coleta do material, T24 =
analise com 24 hora da coleta do material. iCa = célcio ibnico, iIMg = magnésio ibnico, K* = potéssio,
Na* = sédio, Glu = glucose, Lac = lactato. &b ¢ d | etras diferentes na mesma linha indicam diferencga
significativa entre as concentrag8es médias de ions (P<0,05).

No experimento B, as médias das concentracbes do sangue fresco e soro
sanguineo congelado por 7 dias, permitem observar que apenas para iMg a
concentracdo se manteve estavel (Tabela 2). Para os demais macrominerais e

elementos analisados houve diferenca entre o material fresco e o plasma congelado.

Tabela 2. Média (+ EPM) das concentracdes de magnésio ibnico, potassio, calcio
iGnico, lactato e pH em exame de hemogasometria comparando sangue fresco (F) e
soro sanguineo congelado (SCon).

F SCon Valor P
iMg, mmol/L 0,68 + 0,022 0,68 + 0,012 0,90
K*, mmol/L 4,30 + 0,092 4,58 + 0,08 0,03
iCa, mmol/L 1,21 + 0,012 1,07 £ 0,01° <0,01
Lac, mmol/L 0,87 + 0,112 2,68 +0,25° <0,01
pH 7,50 + 0,012 7,77 £0,01° <0,01

iMg = magnésio idnico, K* = potassio, iCa = célcio ibnico, Lac = lactato, pH = potencial de hidrogénio.
a.b | etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as concentracdes médias de

ions (P<0,05).

J4 quando comparamos sangue frasco, soro sanguineo fresco e soro

sanguineo congelado foram observadas as mesmas mudangas apresentadas na

Tabela 2. Apenas iMg néo teve alteracfes em sua concentracdo (Tabela 3). J& ao
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comparar apenas sangue e soro frescos, ndo foram observadas diferencas para iCa,
potéssio e pH. Como era de esperar o teor de lactato aumentou nas amostras de soro.

Tabela 3. Média (x EPM) da concentracdo de magnésio ibnico, potassio, célcio ibnico,
lactato e pH por hemogasometria, comparando sangue fresco (F), soro sanguineo
fresco (Sf) e soro congelado (SCon) em vacas mesticas em lactacao.

F Sf SCon Valor P
iMg, mmol/L 0,76 + 0,032 0,75 + 0,022 0,76 + 0,022 0,96
K*, mmol/L 4,37 +0,122 4,71 + 0,072 4,78 +0,08" 0,01
iCa, mmol/L 1,20 + 0,012 1,18 + 0,012 1,09 +0,02° <0,01
Lac, mmol/L 0,78 + 0,102 2,00 + 0,26" 2,41 +0,42" <0,01
pH 7,50 + 0,012 7,57 + 0,022 7,73 +0,03"° <0,01

iMg = magnésio ibnico, K* = potassio, iCa = célcio idnico, Lac = lactato, pH = potencial de hidrogénio.
a b, ¢ | etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as concentragdes médias
de ions (P<0,05).

Em relag&o a pressao parcial de oxigénio (PO2) e a pressao parcial de dioxido
de carbono (PCOz2), que nos indicam possiveis disturbios na oxigenacgéo, como era de
esperar, 0s dois parametros se tornam inexpressivos ou em taxas nao calculaveis
quando analisados nas amostras de soro sanguineo fresco ou congelado.
Diferentemente das taxas encontradas em sangue fresco onde o paO:2teve média de

137,7 mm Hg, e para o paCO:2 a média foi de 30,8 mm Hg.

Discusséo

A utilizacdo de manejo e contencdo que evitem o maior estresse do animal
contribui de forma positiva para minimizar as alteracdes sanguineas que 0 estresse
pode causar. Animais em condicdo de estresse apresentam aumento do cortisol
circulante, aumento da frequéncia respiratéria, aumento da temperatura corporal,
maior producao de radicais livres, aumento da concentragéo de lactato, diminuicdo da
disponibilidade da glicose para células (Slimen et al., 2016, Macedo et al., 2012).
Garantir que as condi¢cdes de manejo sejam adequadas para diminuir o estresse dos
animais participantes do estudo asseguram que os resultados sejam mais precisos e
nao apresente alteracdes externas a condi¢do do animal.

O soro sanguineo é um material bastante rico e pode ser utilizado para analise
de diversos parametros como macrominerais, microminerais, hormonios, metabdlitos

entre outros (Hernandes et al., 2017). Além disto, 0 soro sanguineo pode ser utilizado
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tanto fresco como congelado, dando assim uma maior flexibilidade para a analise e
armazenamento das amostras (Pinto et al., 2014). No entanto, a estabilidade de
alguns componentes do sangue pode apresentar alteracdes de suas concentracdes
conforme o tempo para a realizacdo do exame, processamento do material utilizado
e temperatura (Menta et al., 2020).

Quando observamos os resultados obtidos ao comparar diferentes tempos da
coleta a analise (Experimento A), tivemos estabilidade de no minimo 12 horas para a
maioria dos elementos testados. Oddoze et al. (2012) em pesquisa em humanos,
observaram que o calcio total teve estabilidade por 24 horas em temperatura de
refrigeracdo quando armazenado em seringas com heparina litica. Em nosso estudo,
encontramos a mesma estabilidade para o iCa até 24 horas. Encontramos 0 mesmo
comportamento de estabilidade nas concentracdes de sédio, mas ligeiras mudancas
em seus teores, teriam pouca relevancia clinica (CLSI, 2000). Nesse sentido, pode-
se afirmar que as concentra¢gdes de calcio e sodio ndo se alteram em sangue fresco
armazenado em baixas temperaturas utilizando seringas com heparina litica.

Ainda na pesquisa de Oddoze et al. (2012), ao analisar a concentracéo de
magnésio total, tiveram resultados semelhantes aos nossos, demonstrando que
ambos (iMg e tMg) ficam estaveis até 12 horas, provavelmente a estabilidade apés
este tempo diminui devido ao contato prolongado com células e constituintes
intracelulares. Analisando a estabilidade de eletrélitos em sangue total armazenado a
temperatura de 4°C em tubos com heparina litica, Menta et al. (2020) demostrou que
0 magnésio idnico de bovinos teve estabilidade de suas concentracdes até 8 horas.
Utilizando a mesma metodologia destes pesquisadores, foi possivel observar que nao
houve alteracdo nas concentracdes de iMg até 12 horas de refrigeracdo. Ja para o
potassio a baixa temperatura seria responsavel pela inibicdo da bomba de sdédio-
potassio e por isso ocasionaria aumento de sua concentracdo. De acordo com Oddoze
et al. (2012), em humanos, a concentracdo se manteria até 6 horas de refrigeracao,
mas em nosso estudo com bovinos estenderiamos essa estabilidade até 8 horas de
armazenamento.

Assim como para a Menta et al. (2020), a estabilidade da concentracdo de
glucose em refrigeracdo foi de apenas 8 horas. Os resultados que observamos em
relacéo a glucose e ao lactato, apresentam o mesmo padrao encontrado por Oddoze
et al. (2012). A estabilidade da glucose s6 € mantida em maior tempo de conservagao

guando o sangue total é armazenado em tubos especificos de fluoreto de sodio, que
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€ responsavel por inibir a glicélise. Quando utilizamos as seringas heparinizadas, ndo
evitamos a glicélise e por isso que com o passar do tempo a concentracéo de glucose
vai caindo. Esse processo também pode explicar o aumento no teor de lactato que se
forma como subproduto da glicélise.

Em relacdo aos resultados do sangue fresco, soro sanguineo fresco e
congelado (Tabela 3), a média observada para a concentracdo de magnésio iénico
nao teve diferenca. A analise de sangue total fresco e soro sanguineo fresco para
determinar a concentracao de iMg ja citada por alguns pesquisadores (Oddoze et al.,
2012; Menta et al., 2020), onde o maior tempo de estabilidade encontrado foi de 8
horas quando conservado a 4°C. Apesar de nao se ter muitos relatos com a
concentracdo tanto de magnésio total como o do ionizado, principalmente em bovinos,
nosso estudo demonstra que sua estabilidade pode se estender para 7 dias quando
utilizado soro sanguineo congelado. Com estes resultados podemos afirmar que esta
estabilidade encontrada para o iMg facilita a logistica entre propriedade rural e
laboratorio, sendo possivel fazer coleta de diversos animais e enviar todo o material
para o laboratério, mesmo que este esteja distante da propriedade, sem que haja o
comprometimento dos resultados.

As médias da concentracdo de potassio mostram que para este macromineral
o melhor material a ser utilizado é o sangue fresco total. Em pesquisa utilizando um
medidor portatil, Megahed et al. (2016) verificou que a concentracdo de K* no sangue
total pode chegar a ser 2,1% maior que no plasma, diferente do que encontramos em
que a concentracdo de K* aumentou no soro sanguineo fresco e congelado. As
alteracbes nas concentracfes encontradas possuem causa desconhecida, mas de
acordo com os autores € necessario utilizar um fator de correcéo para a analise deste
macromineral tanto em sangue quanto em soro sanguineo.

Observamos também uma queda consistente da concentracdo de calcio
ibnico quando o soro foi congelado quando comparado com sangue ou 0 proprio soro
fresco. A heparina litica é o anticoagulante mais recomendado e mesmo assim, deve-
se ter cuidado com a dosagem utilizada, concentragcdes maiores desta poliamina pode
causar a sua ligacdo com o iCa com sais de heparina levando a uma subestimacéao
de sua concentracéo. A utilizacao de seringas com heparina balanceada para célcio,
em sua formulac&o tem célcio adicionado para equilibrar a ligagdo com a heparina, o

gue minimiza erros de sua concentracdo (Toffaletti et al., 1991).
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Para alguns parametros, o tipo de material utilizado para a mensuragéo de
sua concentracdo pode apresentar resultados diferentes, como na analise de Indrova
et al. (2020) em que as concentracfes de paO2 e paCO: foram diferentes quando
analisados em fluido folicular ovariano e sangue venoso, assim como Santos (2020)
ao avaliar estes parametros em sangue arterial também obteve resultados diferentes
guando comparado com sangue venoso.

Um segundo fator que pode ter levado a alteracédo das concentra¢cfes de iCa
se deve a alteracdo do pH, pois em casos de elevacdo do pH pode ocorrer um
aumento da ligacdo da albumina com o iCa (Baird, 2011). Quando o soro sanguineo
foi separado, houve perda consistente de CO2 que leva a um aumento do pH
justificando a menor concentracdo de iCa que foi encontrado no soro congelado. No
presente estudo, os valores de pH apresentaram alteracdo de suas concentracdes
devido ao tipo de material e conservacao da amostra.

Diminuicdo nos valores de iCa também podem ocorrer ao separar 0 SOro
sanguineo a partir do sangue fresco porque o calcio faz parte da cascata de
coagulacdo e, uma parte seria perdido pela formacdo do coagulo sanguineo. Ha
recomendacao da utilizacao de tubos com anticoagulante para a determinacéo de iCa,
porém a escolha de qual produto usar é importante (Baird, 2011; Jin and Gopinath,
2016). No presente estudo, no entanto, ndo foram observadas diferengas entre os
teores de iCa de sangue e soro frescos. Nesse sentido pode que o aumento de pH no
material utilizado seja mais determinante na queda da concentracéo de iCa.

O aumento da concentracdo de lactato também causa uma queda na
concentracdo de calcio, pois € umas das formas que o calcio se encontra ligado no
liquido extracelular, sendo assim a maior concentracdo de lactato ira causar um
aumento das ligacdes com calcio. A concentracdo de lactato esté intimamente ligada
a concentracéo de CO:2 e pH, onde uma diminuicdo de CO2e o0 aumento do pH leva a
uma maior formacao de &cido latico (Baird, 2011).

Concluséao

A estabilidade de iCa e iMg por até 12 horas em sangue fresco resfriado, em
analises de hemogasometria, abre possibilidade de fazer coletas a campo e
transportar as amostras a laboratorio sob as condicfes estabelecidas de refrigeracao
para a determinacao precoce de hipocalcemia e/ou hipomagnesemia subclinica. Além

disto a estabilidade encontrada com a utilizagdo do soro sanguineo congelado
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viabilizando a andlise de iMg por um prazo ainda maior (7 dias), melhorando ainda
mais esta logistica. Com relacdo ao calcio, existe a necessidade de novos estudos
para determinar um melhor intervalo para analise em material congelado, melhorando

a sua conservacao possibilitando maiores prazos de viabilidade, até sua analise.
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CAPITULO 3
Concentracdes de magnésio idnico no periodo de transicdo de vacas criadas a

pasto naregido sudoeste de Goias.

Resumo

Disturbios metabdlicos provenientes do déficit de macrominerais sdo comuns em
vacas leiteiras. O Magnésio € um macromineral que além de causar sintomatologia
clinica quando em falta, também esta correlacionado com a etiologia da hipocalcemia.
O objetivo no presente trabalho foi determinar a concentracéo ibnica do magnésio ao
longo do periodo de transicdo. Foram utilizadas 26 vacas mesticas (Holstein x Zebu)
a pasto no periodo de transicao e, 25 animais confinados em sistema de Compost
Barn em inicio de lactacdo. Os animais a pasto, foram avaliados 15 dias antes do
parto previsto, no momento do parto, 15 e 30 dias de pds-parto nos animais a pasto
e, 30 e 60 dias pbs-parto para as vacas confinadas. Nas vacas a pasto foram retirados
2 mL de sangue da artéria coccigea em seringa especifica. Nas vacas confinadas
foram retirados 10 mL da mesma artéria e o soro sanguineo obtido apés centrifugacao
foi congelado em Eppendorf® até a realizacéo da andlise. Todo o material foi analisado
em equipamento de hemogasometria. O iIMg apresentou variagdo em sua
concentracdo ao longo do periodo de estudo (P <0,01), com os menores valores no
periodo de pré-parto e parto (0,61 mmol/L e 0,64 mmol/L, respectivamente) que
estariam abaixo do nivel recomendado na literatura. Os valores referéncia para o iMg
precisam ser definidos com dados de populacdes maiores, uma vez que, a maioria

dos trabalhos tem concentragbes de Mg total.

Palavras-chave: hemogasometria, periodo de transicédo, vacas a pasto
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Abstract

Metabolic disorders arising from macromineral deficits are common in dairy cows.
Magnesium is a macromineral that, in addition to causing clinical symptoms when
lacking, is also correlated with the etiology of hypocalcemia. The objective of the
present work was to determine the ionic concentration of magnesium over the
transition period. Twenty-six crossbred cows (Holstein x Zebu) were used on pasture
in the transition period, and 25 animals were confined in a Compost Barn system in
early lactation. The animals on pasture were evaluated 15 days before the expected
parturition, at the time of parturition, 15 and 30 days postpartum for animals on pasture
and 30 and 60 days postpartum for confined cows. In cows on pasture, 2 mL of blood
was removed from the coccygeal artery in a specific syringe. In confined cows, 10 mL
were removed from the same artery and the blood serum obtained after centrifugation
was frozen in Eppendorf® until the analysis was performed. All material was analyzed
in blood gas analysis equipment. iMg varied in its concentration throughout the study
period (P < 0.01), with the lowest values in the pre-partum and parturition period (0.61
mmol/L and 0.64 mmol/L, respectively) which would be below the level recommended
in the literature. Reference values for iMg need to be defined with data from larger

populations, since most works have total Mg concentrations.

Keywords: grazing cows, hemogasometry, transition period
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Introducéo

As desordens metabdlicas provenientes da deficiéncia de macrominerais,
podem levar a complicacbes que afetam diretamente a saude e produtividade das
vacas, principalmente durante o periodo de transicado (Goff, 2006). Essas desordens
séo caracterizadas como manifesta¢gdes clinicas ou subclinicas da incapacidade de
regulacdo das demandas metabdlicas do animal, onde os disturbios mais frequentes
nos bovinos leiteiros sdo: cetose, lipidose hepatica, acidose metabdlica ou ruminal,
além de hipocalcemia e hipomagnesemia (Chapinal et al., 2011; Sundrum, 2015).

A diminuicdo da concentracdo de magnésio € mais comum em animais a
pasto, porem ja existem relatos de vacas confinadas apresentando a tetania das
pastagens (Donovan et al., 2004). Por ndo apresentar uma regulacdo hormonal como
o célcio, a manutencdo da sua concentracdo em taxas normais é extremamente
complexa envolvendo fatores como o efluxo e influxo do que é consumido e excretado
(Martens et al., 2018), a sua interagdo com outros macrominerais (Fisher et al., 1994,
Rosol and Capen, 1996) e pH ruminal (Dalley et al., 1997; Schonewille et al., 2000).

A maioria dos estudos relacionados com a concentracdo de macrominerais
analisam a concentracao total, que embora seja um método de maior acessibilidade
e menor custo, pode n&o ser o mais indicado. Isso ocorre, pois, a concentragao ionica,
que é a parte biodisponivel para o animal, pode ser inferior a concentracéo total,
inferindo falsa impressao de normalidade. Determinar os valores das concentracdes
ibnicas destes macrominerais de forma segura é de estrema importancia para o
monitoramento da salde e maior produtividade dos animais.

Diante disto, o presente estudo visa descrever e determinar os valores de
magneésio ibnico ou alteracbes hemogasométricas durante o periodo de transicdo em

vacas leiteiras mesticas a pasto na regido sudoeste de Goias.

Materiais e Métodos
O projeto foi dividido em duas etapas, a primeira com animais da Fazenda
escola da Universidade Federal de Jatai e a segunda etapa em fazenda particular no
municipio de Quirindpolis. Todos os exames foram realizados ap0s a aprovacao do
Comiss&o de Etica no Uso de Animais de acordo com o nimero de protocolo N010/20.
Na avaliagdo de vacas a pasto, foram utilizadas 26 vacas no periodo de
transicdo, com média de producdo de 10L/vaca/dia e sua dieta é basicamente

composta por capim Mombaga (Panicum maximum cv. Mombaga) com
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suplementacdo de concentrado a base de milho e farelo de soja durante a lactagao.
No lote confinado, foram analisadas amostras de 25 vacas Holstein em inicio de
lactacdo confinadas em sistemas de tipo Compost Barn, a média de producdo das
vacas estudadas € aproximadamente 32L/vaca/d. Para este grupo era fornecida uma
dieta anidnica, a base de silagem de milho e pré secado de Cynodon dactylon e
Panicum maximum produzidos na prépria fazenda como alimento volumoso junto com
concentrado. A dieta é fornecida como mistura total preparada na propria fazenda, e
0s insumos sao fornecidos por empresas com registro no MAPA.

Nos animais a pasto foi retirado uma amostra de sangue de 2 mL, colhida por
puncdo da artéria coccigea apos assepsia com alcool 70%, utilizando seringas
especificas para a realizacdo do exame de hemogasometria (Seringa heparinizada, c/
litio SARSTEDT MONOVETTE Brasil). Apds a retirada do material, o sangue foi
homogeneizado e a seringa vedada e acondicionadas em caixa térmica com gelo para
o transporte para o laboratério do Hospital Veterinario da UFJ (HV/UFJ), com intervalo
maximo entre a coleta e andlise de 1 hora. Os procedimentos foram realizados 15 dias
antes do parto previsto (P1), ao parto ou até 24 horas pos-parto (P2), 15 dias pos-
parto (P3) e 30 dias pbs-parto (P4).

Para os animais confinados, as coletas de sangue foram realizadas com
animais de até 30 dias de pos-parto. O sangue foi colhido por puncdo na artéria
coccigea ap0s assepsia com alcool 70% em sistema a vacuo em tubos esterilizados
de 10 mL sem anticoagulante com a identificacdo do animal, e posteriormente
acondicionado em caixa de isopor com gelo. Apés a coleta o sangue foi encaminhado
para o laboratério da fazenda onde passou por centrifugacéo para a liberacdo do soro
sanguineo. O soro foi retirado do tubo estéril por pipetas descartaveis e transferidos
para Eppendorfs®, separadas em duas aliquotas de 1 mL cada, e congelados a -20°C
por 15 dias até o momento da realizacdo do exame de hemogasometria. Para a
realizacdo do exame de hemogasometria, as amostras foram descongeladas
deixando os Eppendorfs® a temperatura ambiente.

As amostras foram encaminhadas para o laboratério do HV/UJF e analisadas
em duplicata. A andlise do material dos animais a pasto foi feita por exame de
hemogasometria de acordo com as recomendacdes do fabricante, realizado em
equipamento especifico (PRIMEVET Plus®, NOVA BIOMEDICAL, USA), o qual
fornece também valores referentes a: potencial de hidrogénio (pH), sédio (Na*),

potassio (K*), lactato, calcio ionizado (iCa), magnésio ionizado (iMg). Devido a que
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alguns parametros em soro sanguineo congelado ndo ser confiaveis, para as
amostras dos animais em confinamento foi utilizado apenas os resultados da
concentracdo de magnésio ibnico do exame de hemogasometria.

Os dados dos resultados das anéalises hemogasometrica foram avaliadas
realizando a comparacao entre as amostras de cada grupo (a pasto ou confinada) e
submetidos a analise de variancia (ANOVA), modelo univariavel (teste F P<0,05) e
teste de Tukey no programa Statistical Analysis System — SAS, Versédo 9.3 (SAS
Institute, Cary NC).

Resultados
A curva de médias de iMg e iCa de vacas a pasto mostra que houve variacao
nas suas concentracdes ao longo do periodo de estudo e que em iMg, a variacao foi

mais expressiva (Figura 1).

CONCENTRACAO DE MACROMINERAI IONICOS

——iMg iCa
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Figura 1: Média da concentracao i6nica de Ca e Mg em mmol/L durante o periodo de transicao de
vacas a pasto.

O iMg teve diferenca significativa das concentracbes nos animais a pasto,
sendo que os periodos de pré parto e parto apresentaram menores médias (0,61
mmol/L e 0,64 mmol/L respectivamente) que 15 dias pos-parto e 30 dias pds-parto

(Tabela 1). Houve também diferenca significativa nos teores de Na* ao longo do
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periodo de transicao (P < 0,01), apresentando comportamento inverso ao observado
no iMg, observando as maiores médias durante o periodo de pré-parto e parto.

Tabela 1: Média (x erro padrdo) das concentracbes de magnésio ibnico e sdédio,
avaliados por hemogasometria em vacas leiteiras mesticas no periodo de transi¢cao a
pasto.

P1 P2 P3 P4 Valor-P

iMg, mmol/L 0,61 + 0,022 0,64+0,03? 0,73+0,03* 0,68+0,02®* <0,01
Na, mmol/L  139,9+0,57% 139,5+0,38% 136,6+0,41° 136,4+0,58" <0,01

P1 = grupo pré-parto, P2 = grupo parto, P3 = grupo pés-parto 15 dias, P4 = grupo pés-parto 30 dias,
iMg = magnésio i6nico, Na* = sbdio, » > ¢ Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga
significativa entre as concentragdes médias de ions (P<0,05).

Outros parametros analisados como iCa, K*, lactato e pH, nao variaram em

sua concentracédo (P > 0,05) ao logo do periodo de estudo (Tabela 2).

Tabela 2: Média (+ erro padréo) das concentracfes de macrominerais, avaliados por
hemogasometria em vacas leiterias mesticas no periodo de transicao a pasto.

P1 P2 P3 P4 Valor-P
iCa, mmol/L 1,25+0,012 1,23+0,01*  1,23+0,01* 1,23+0,01% 0,65
K, mmol/L 4,29+0,09% 4,32+0,08*  4,26+0,08% 4,47+0,12% 0,39
Lac, mmol/L 1,02+0,142 1,03+0,16* 0,69+0,13* 0,75+0,12* 0,21
pH 7,52+0,01? 7,50+0,01*  7,51+0,01* 7,47+0,02* 0,11

P1 = grupo pré-prto, P2 = grupo parto, P3 = grupo pés-parto 15 dias, P4 = grupo pés-parto 30 dias, iCa
= célcio ibnico, K* = potassio, Lac = lactato, pH = presséo de hidrogénio, & b ¢ Letras diferentes na
mesma linha indicam diferenca significativa entre as concentra¢cdes médias de ions (P<0,05).

Nas andlises de soro sanguineo congelado proveniente de vacas confinadas,
a média do iMg 0,62 mmol/L + 0,01.

Discusséo

Durante a fase de transicdo as alteragcbes hormonais e fisioldgicas que
ocorrem, levando principalmente a maior necessidade energética devido ao
crescimento fetal, parto, lactogénese e reducdo da matéria seca, favorecem a
mobilizacdo do tecido adiposo por causa do balango energético negativo (BEN), onde
as necessidades energéticas do animal é superior ao que ele esta consumindo

(Contreras et al., 2017). A queda de consumo de matéria seca, afeta a ingestao de
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minerais e vitaminas justamente durante estq fase em que a vaca tem maior
requerimento de nutrientes para mantenca, producéo de colostro e posteriormente do
leite (Martens et al., 2018).

O célcio apresenta regulacédo da concentracéo a partir de feedback hormonal,
0 que ndo ocorre para o magnésio (Martens et al., 2018), diante disto, as mudancgas
que ocorrem no periodo de transi¢cdo que afetam o consumo da dieta podem explicar
em parte a maior variacdo da concentracdo de magnésio biodisponivel que ocorreu
no periodo entre o parto e apds 15 dias do parto. Além disto, o periodo da coleta de
material para andlise coincidiu com o periodo seco onde se tem a reducdo da
producdo de biomassa da pastagem e com isso ocorreria reducdo da ingestao de
magnesio.

Apesar de ndo se ter estabelecido completamente a concentracao
considerada padrao para magnésio ibnico em bovinos, acredita-se que 0s animais
avaliados a pasto neste estavam entre a concentragdo normal ou em uma
hipomagnesemia subclinica, visto que o magnésio ibnico estaria proximo a 70% da
concentracdo de magnésio total (Bateman, 2017), e considerando que a concentracao
normal para o tMg é de 0,9 mmol/L (Martens et al., 2018), e a média de leitura para
as vacas neste estudo foi de 0,66 mmol/L, ou seja, 73% do considerado normal para
tMg. As vacas de alta producdo confinadas tiveram iMg médio de 0,62 mmol/L,
esperava-se que essa concentracdo fosse maior em relacdo aos animais a pasto, por
serem animais alimentados com dietas balanceadas. E importante lembrar que em
relacdo aos macrominerais, existe uma maior preocupacdo em relacdo ao calcio e
ndo ao magnésio, sendo que na maioria das vezes o que é fornecido como
suplementacdo de magnésio é o que foi recomendado pelo NRC ha 20 anos.

De acordo com Goff (2006) vacas s6 iram apresentar sinais clinicos ébvios de
hipomagnesemia quando sua concentragao sérica no sangue for menor que 0,4 a 0,5
mmol/L, sendo acompanhado também por uma hipocalcemia grave. No processo de
producdo de leite cerca de 120 mg de Mg?* /L de leite sdo necessarios para a sua
composicao (Martens et al., 2018), para os animais avaliados em que possuem uma
producédo média de 10L por dia seria necessaria uma quantidade de 1,2 g/L de Mg?*,
sendo essa quantidade apenas para suprir a quantidade minima de magnésio para a
producéo de leite. Nesse sentido, a exigéncia de magnésio para a producéo de leite
e colostro € menor e com isso essa hipomagnesemia nao seria suficiente para

provocar disturbios a saude.
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Outra situacao que explicaria essa reducao da concentracéo de iMg é o fato
da interferéncia que o sédio tem na absorcao de magnésio. Geralmente as pastagens
sdo pobres em Na necessitando ser complementadas por este mineral nas racoes
(Goff, 2006). De acordo com Martens e seus colaboradores (2018), dietas ricas em K*
e com deficiéncia de Na* seriam responsaveis por alteragcao no potencial transepitelial,
responsavel pelo transporte de magnésio pela parede do rimen. Quando observamos
a concentracdo de Na* ao longo do periodo de analise verifica-se que esta ficou um
pouco abaixo dos valores de referéncia de 150 mmol/L (Tucker et al, 1988, Megahed
et al., 2019), além de apresentar variacdo de sua concentracdo ao longo do periodo
e andlise, diferente do K* que ndo apresentou variagdo de sua concentracao ao longo
do periodo de andlise e se apresentou dentro dos valores de referéncia (Goff, 2006,
Megahed et al., 2016), podendo entdo essa deficiéncia de Na* justificar uma menor
absorcdo de Mg?* pelos bovinos avaliados.

Em relacdo ao calcio verifica-se que este ndo apresentou uma variacao
expressiva em sua concentracdo ao longo do periodo estudado, tendo a sua menor
concentracdo no periodo condizente ao parto (1,229 mmol/L). Apesar de ser um
periodo que se esperasse uma alteracdo na concentracao de célcio, ndo observamos
variacdo da sua concentracdo ao longo do periodo estudado. Este fato pode ser
explicado a partir da pesquisa de Megahed et al. (2018) que realizaram uma avaliacao
da concentracdo sérica de calcio entre as 24 horas antes do parto até 72 horas pos-
parto. Os autores observaram que a maior variacdo da concentracdo de Ca?* ocorreu
de duas horas antes do parto (1,92 mmol/L) onde foi observado a menor
concentracéo, e sO apés 16 horas pos-parto que a concentragdo voltou a aumentar
graualmente, demostrando assim que a variacdo da concentracdo de célcio € mais
evidente proximo a hora da ocorréncia do parto. Mesmo assim a concentracdo de iCa
ficou um pouco abaixo do normal (1,29 mmol/L, Neves et al., 2017) e os animais nao
apresentaram sintomatologia clinica evidente, apesar disso, a concentrac¢ao abaixo do
normal de célcio e magnésio podem ter afetado o desempenho produtivo das vacas.

O lactato pode ser utilizado com forma de identificar condigbes em que ocorre
isquemia dos tecidos levando a uma glicolise anaerdbica causando assim o aumento
de sua concentragéo, assim como o aumento da atividade fisica que causaria fadiga
muscular também levaria ao aumento do lactato no soro sanguineo. Por se tratar de
vacas a pasto esses animais podem percorres longas distancias entre a ordenha e o

pasto, que apesar de ser uma atividade rotineira, pode ser motivo do aumento da
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atividade fisica exercida. Mesmo assim, os valores médios de lactato nos animais
estudados apresentaram-se dentro dos valores de referéncia para este parametro que
é de 0,90 mmol/L (Wittek et al., 2010).

Concluséo

As mudancas na fisiologia e metabolismo que ocorre nas vacas no periodo de
transicao iram influenciar toda a lactacdo deste animal, a partir dos resultados obtidos
temos que ndo apenas o calcio € um elemento de requer atencéo durante a lactacao,
0 magnésio que faz parte do processo de regulacédo do calcio, pode ficar abaixo de
valores referéncia dependendo da dieta e 0 manejo das pastagens, afetando assim a

salde e produtividade das vacas.
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1 ANEXO

2
Parametros Valores de referéncia
pH 7,31-7,53
Hct 24 — 46 %
tHb 8 — 15 g/dL
HCO3s 17 — 30 mmol/L
paO2 -
paCO2 31,65 - 43,85 mmHg
tCO2 25,6 — 29,6 mmol/L
BE -4,0 — +4,0 mmol/L
sO2 -
Na* 132 — 152 mmol/L
K* 3,9 - 5,8 mmol/L
Cl 97 — 111 mmol/L
iCa 1,29 mmol/L
iMg -
Glu
Lac 0,90 mmol/L

Kaneko, J. J., Harvey, J., Bruss, M. Clinical biochemistry of domestic animals.
Academic Press , 6" edition, 2008.
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