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RESUMO

OLIVEIRA, Aline Marangon de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de
2023. Propilenoglicol e, ou dieta de alto nivel de energia no desempenho e
metabolismo de cabras leiteiras no periparto. Orientadora: Cristina Mattos
Veloso. Coorientadores: Erica Beatriz Schultz, Luciana Navajas Renn6 e Marcelo
Teixeira Rodrigues.

Objetivou-se avaliar: 1) os efeitos da suplementacao energética, para prevencao da
cetonemia, perfil metabdlico, expressdo génica e parametros produtivos em cabras
durante o periparto; 2) o perfil bioquimico, producao e composicdo do leite e suas
correlagcbes em cabras leiteiras com cetonemia; e 3) os teores hepaticos de
triglicerideos e glicogénio e descrever a técnica de bidpsia hepatica em cabras
gestantes e lactantes. Para o primeiro estudo, foram utilizadas 48 cabras leiteiras
suplementadas durante o periparto, compondo 0s seguintes grupos: dieta de alta
energia e propilenoglicol (AP, PG); dieta padrao de energia e PG (PP); somente
dieta de alta energia (A); somente dieta padrdo de energia (P). Foram medidos o
consumo alimentar, a massa corporal, a producdo e a composicado do leite.
Amostras de sangue foram colhidas nos dias -14, -10, -5, -3, 3, 5, 10 e 14 em
relacdo ao parto, para analise dos marcadores energéticos, proteicos e enzimas
hepaticas. Amostras do figado foram colhidas nos dias -20, -15 e 15 em relacdo ao
parto, para avaliacdo da expressao génica. No segundo estudo, a partir dos valores
de beta-hidroxibutirato (BHB), foram denominados dois grupos animais: cetoticos
cabras BHB = 0,8 mmol/L e, cabras saudaveis com BHB< 0,8 mmol/L. Para atender
ao terceiro objetivo, amostras do figado foram coletadas por meio de bidpsia
hepética, nos dias -30, -20, -15, -10, -5 e 15 dias, em relacdo ao parto, para
avaliagdo do conteudo de triglicerideos e glicogénio. Os dados foram submetidos a
analise de varidncia (ANOVA) e os efeitos foram avaliados pelo teste F,
considerando p<0,05 como significativo. O risco de chance de desenvolver cetose foi
analisado por regressao logistica e, para o segundo objetivo, foi realizada analise de
correlacbes p de Spearman. No primeiro estudo foi observado que as cabras do
grupo PP tiveram 84,7% menos chances de desenvolver cetonemia. O status
metabdlico ndo foi influenciado pelas dietas. Foi observada maior expressao dos
genes FBP1 e PCK1 em cabras alimentadas com A e P. Enquanto, cabras AP e PP



tiveram menor expressao dos genes HMGCSL1 e ACSL1. O consumo de matéria
seca (CMS) foi menor em cabras P, as quais tiveram menor massa corporal. As
cabras que receberam AP produziram menos leite. Em relacdo a composicao do
leite, as cabras do grupo P apresentaram maiores concentragdes de gordura,
proteina e ureia que cabras PP. No segundo estudo, as cabras com cetonemia
apresentaram maior BHB, AGL e reducao das concentragdes de glicose, colesterol e
fosfatase alcalina que as cabras saudaveis. O aumento de BHB no sangue
apresentou correlacdo moderadamente forte com a concentragdo de AGL (r = 0,65)
e creatinina (r = 0,62). Enquanto o aumento da concentracdo de AGL também
apresentou correlacdo moderadamente forte com a concentracao de BHB (r = 0,59)
e correlacdo fraca, com a concentracdo de proteina total (r = 0,44). No terceiro
estudo, a concentracao de glicogénio hepatico foi menor 15 dias apds o parto em
relacdo ao pré-parto, exceto ao dia -20. As cabras com alta producgéo leiteira
apresentaram menor concentracdo de triglicerideos em relagdo as cabras de baixa
produgcdo. Conclui-se que: 1) combinacdo da dieta padrdo de energia com a
suplementacdo de PG reduz a chance de riscos de ocorrer cetonemia e a
cetogénese; 2) o aumento de BHB sérico apresenta-se concomitante a reducéo da
glicemia, colesterol e fosfatase alcalina; e 3) a bidpsia € um método seguro para
obtencéo de figado e o nivel produtivo e os dias em relagdo ao parto influenciam,
respectivamente, as concentracdes de triglicerideo e glicogénio no figado.

Palavras-chave: Beta-hidroxibutirato. Bidpsia hepatica. Cetonemia. Perfil bioquimico.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Aline Marangon de D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, May, 2023.
Propylene glycol and, or high-level energy diet on performance and
metabolism of dairy goats in the peripartum. Adviser: Cristina Mattos Veloso. Co-
advisers: Erica Beatriz Schultz Luciana Navajas Renndé and Marcelo Teixeira
Rodrigues.

This study aimed to evaluate: 1) the effects of energy supplementation for the
prevention of ketonemia, metabolic profile, gene expression, and productive
parameters in goats during peripartum; 2) the metabolic profile, milk production and
composition, and correlations in dairy goats with ketonemia; and 3) the hepatic levels
of triglycerides and glycogen in pregnant and lactating goats. For the first study, 48
dairy goats supplemented during peripartum were used, composing the following
groups: high-energy diet and propylene glycol (PG, AP); standard energy diet and
PG (PP); only high-energy diet (A); only standard energy diet (P). Dry matter intake
(DM), body mass, milk production, and composition were measured. Blood samples
were collected on days -14, -10, -5, -3, 3, 5, 10, and 14 to delivery, for analysis of
metabolic profile. Liver samples were collected on days -20, -15, and 15 to delivery,
for analysis of gene expression. In the second study, from the values of beta-
hydroxybutyrate (BHB), two animal groups were named: ketosis goats, BHB = 0.8
mmol/L and, health goats, BHB< 0.8 mmol/L. And to meet the third objective, liver
samples were collected using liver biopsy, on days -30, -20, -15, -10, -5, and 15 days
to delivery, to evaluate the content of triglycerides and glycogen. The data were
submitted to analysis of variance (ANOVA). The effects were evaluated by the F test,
considering p<0.05 as significant. The odds ratio of developing ketosis was analyzed
by logistic regression and for the second objective, Spearman’s p-correlation analysis
was performed. In the first study, it was observed that the goats of the PP group were
84.7% less likely to develop ketonemia. Metabolic profile was not influenced by diets.
Higher expression of FBP1 and PCK1 were observed in goats fed A and P. AP and
PP goats had lower expression of HMGCSL1 and ACSL1. DM was lower in P goats
and lower body mass. AP produced less milk. P goats showed higher concentrations
of fat, protein, and urea than PP goats. In the second study, ketotic goats had higher



BHB, FFA, and reduced glucose, cholesterol and alkaline phosphatase
concentrations than healthy goats. The increase in BHB showed a moderate
correlation between the concentration of FFA (r = 0.65) and creatinine (r = 0.62). The
increase in FFA concentration also showed a moderately strong correlation with BHB
concentration (r = 0.59) and a weak correlation with total protein concentration (r =
0.44). And in the third study, the concentration of hepatic glycogen was lower 15
days after delivery compared to prepartum, except for day -20. Goats with high milk
production had lower hepatic triglyceride concentrations compared to low-production
goats. It is concluded that: 1) the combination of the standard energy diet with PG
reduces the chance of risks of ketonemia and ketogenesis; 2) the increase in serum
BHB occurs simultaneously to the reduction of glucose, cholesterol, and alkaline
phosphatase; and 3) biopsy is a safe method for obtaining hepatic tissue and the
production level and days to delivery respectively influence the concentrations of
triglyceride and glycogen in the liver.

Keywords: Beta-hidroxybutyrate. Liver biopsy. Ketonemia. Metabolic profile.
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1. INTRODUGAO GERAL

O periparto, em ruminantes, compreende 21 dias antes e apds o parto e, €
caracterizado pela manutencdo da gestacdo e inicio da lactacdo, considerados
desafios fisiologicos, em funcdo de adaptagbes hormonais e metabdlicas. Nesse
periodo, o0 aumento da demanda energética, concomitantemente com a
incapacidade de ingestao suficiente de alimentos, devido a impedimentos de ordem
fisica, como a compressao do rumen pelo(s) feto(s) e a adiposidade abdominal, bem
como ao fator enddcrino, orquestrado pela dindmica hormonal da gestacdo e
lactaggdo (SCHLUMBOHM; HARMEYER, 2008), resulta no decréscimo da
disponibilidade de glicose para os tecidos. Como resposta fisiol6gica adaptativa, a
glicose é direcionada para tecidos prioritarios, como a glandula mamaria e o Utero
gravidico. E tecidos de reserva, como o tecido adiposo, sdo mobilizados. O tecido
adiposo é mobilizado na forma de acidos graxos livres (AGL) para ser utilizado como
fonte alternativa de energia pelos demais tecidos, principalmente tecidos hepatico e
muscular (BELL; BAUMAN, 1997; MCFADDEN, 2020). No figado, os acidos graxos
podem ser, entdo, armazenados na forma de triacilglicerois, quando reesterificados,
exportados na forma de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) ou oxidados
completa ou incompletamente, dando origem aos corpos ceténicos (GRUMMER,
1993). O desequilibrio entre a mobilizacdo excessiva de tecido adiposo e a taxa de
metabolizacdo de AGL pelo tecido hepatico resulta em transtornos metabdlicos,
como a toxemia da gestacdo ou cetose lactacional e figado gordo (SORDILLO;
RAPHAEL, 2013).

O influxo abundante de AGL no tecido hepatico aumenta a taxa de sintese
de acetil-CoA, que, por sua vez, eleva a taxa de cetogénese acima do necessario
para o uso dos tecidos extra-hepaticos, levando ao acumulo de corpos cetbnicos no
sangue. Desta maneira, os AGL e o B-hidroxibutirato (BHB) séo indicadores séricos
para cetose em caprinos (ZAMUNER et al., 2020a). Usualmente, consideram-se os
valores de AGL e BHB, obtidos em gado leiteiro, para caracterizar perdas produtivas
e de saude com o transtorno no pré-parto (AGL = 0,3 - 0,5 e BHB =2 0,6 — 0,8
mmol/L) e pés-parto (AGL = 0,7 — 1,0 e BHB = 1,0 — 1,4 mmol/L)(OVERTON;
MCART; NYDAM, 2017).

Avaliagbes de AGL e BHB séricos, em cabras leiteiras, por meio de estudos
longitudinais, foram reportadas recentemente (DORE et al., 2015; ZAMUNER et al.,
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2020b). Doré et al. (2015) definiram como casos de hipercetonemia em cabras
leiteiras valores de BHB entre0,4 e 0,9 mmol/L durante as cinco ultimas semanas
pré-parto, sendo o limiar maximo com alta mortalidade. Porém, este trabalho nao
avaliou o periodo p6s-parto, no qual também é susceptivel o aparecimento de casos
de cetose lactacional para a espécie. Neste sentido, Zamuner et al. (2020b)
avaliaram todo o periodo de transi¢cdo de cabras leiteiras, demonstrando que 81%
das cabras apresentam pelo menos um evento de cetonemia (BHB > 0,8 mmol/L),
também no pés-parto. Porém, foram observadas moderadas correlagdes entre AGL
e BHB (r=0,66), diferente do esperado na espécie bovina. Além disso, em nenhum
dos trabalhos foi relatado o conteudo hepético, uma vez que a concentracao de
triglicerideo hepatico também é um preditor de cetose em vacas leiteiras (ARSHAD;
SANTOS, 2022).

As estratégias para a prevencgdo de disturbios no metabolismo de lipideos e
carboidratos consistem na reducdo da esterificacdo de acidos graxos hepaticos,
reducao da mobilizacado de acidos graxos para o figado e aumento da exportacao de
VLDL (GRUMMER, 1993). Para reduzir a concentracdo de AGL, podem-se aplicar
precursores gliconeogénicos, bem como aumentar a concentracdo de nutrientes na
ragcdo, uma vez que ambas as estratégias visam aumentar a disponibilidade de
glicose no sangue e, consequentemente, reduzir a mobilizagéo lipidica.

A suplementacao de precursores gliconeogénicos, como o propilenoglicol
(PG), visa aumentar a concentracdo sanguinea de glicose, no periparto, para a
prevencao da cetonemia. A acédo do PG, ou 1,2-propanodiol, esta, provavelmente,
associada com o aumento da concentracdo de glicose via gliconeogénese, devido
ao aumento das concentracées de lactato e piruvato e por meio da oxidagao
completa de acetil-CoA, reduzindo a cetogénese (NIELSEN e INGVARTSEN, 2004;
ZHANG et al., 2020). Apesar dos beneficios associados a suplementacédo de PG na
prevencao da cetose, houve estudos em que foram observados: reducdo do
percentual de gordura no leite, tanto em vacas quanto em cabras leiteiras (BUTLER;
PELTON; BUTLER, 2006; HAMZAQUI et al., 2020), redugdo do consumo de
matéria seca (CMS) (HAMZAOQOUI et al., 2020) e efeito dependente do desafio
metabdlico ao qual o animal é submetido durante o periodo de transicdo ( MCART et
al., 2011; MAURER et al., 2017).

Os beneficios do aumento da concentracdo de nutrientes da dieta, para
compensar os efeitos negativos da reducdo da IMS, durante o periparto, parecem
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ser controversos. Douglas et al. (2006) e Janovick et al. (2011) demonstraram que o
consumo excessivo de energia, no pré-parto, € prejudicial a saude da vaca leiteira e
a funcao hepatica no pds-parto. Porém, o aumento da concentracdo de energia na
dieta reduziu a concentracao plasmatica de acidos graxos nao esterificados (AGNE)
e o conteudo de triacilglicerol hepatico, no periodo de transicdo (DOEPEL;
LAPIERRE; KENNELLY, 2002). Em cabras leiteiras, o acréscimo de energia na
racdo, no periodo de transicdo, ndao apresentou efeito no peso dos cabritos
(VAZQUEZ-GARCIA et al., 2021), porém, aumentou a IMS das cabras e sua
producédo de leite, sem influenciar a concentracao de AGNE (RODRIGUES et al.,
2006).

Em caprinos, a extensdo de estudos para prevencdo, compreensao e
diagnéstico da toxemia da gestacao € menos expressiva que a da cetose lactacional
que ocorre no gado leiteiro. Entretanto, de maneira similar, este transtorno gera
prejuizos econdmicos diretos aos produtores, como, por exemplo, a morte da matriz
e dos fetos, e indiretos, como gastos com tratamento, reducéo da producao de leite
e da eficiéncia reprodutiva, e aumento do descarte involuntario (HARMEYER e
SCHLUMBOHM, 2006; BARBAGIANNI et al., 2015). Além disso, apesar da baixa
prevaléncia (até 30% do rebanho), a toxemia da gestacdo apresenta alta taxa de
mortalidade (em torno de 70%) devido aos caprinos ndo responderem de forma
eficiente ao tratamento (BROZOS; MAVROGIANNI; FTHENAKIS, 2011).

1.1. OBJETIVOS

Objetivou-se:

e Avaliar estratégias de suplementacdo com propilenoglicol, associado
ou ndo ao aumento da concentragdo de energia na ragao, para:
prevencao da toxemia da gestacdo; determinagdo das consequéncias
sobre o perfil metabdlico, pardmetros produtivos e expressao de genes
hepaticos, durante o periparto de cabras leiteiras.

e Elucidar o perfil bioquimico de cabras leiteiras com cetose espontanea,
a fim de facilitar o diagnéstico desta enfermidade para a espécie.

e Descrever um método de bidpsia hepética para avaliacao do figado de
cabras leiteiras.
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2. CAPITULO 1

PROPILENOGLICOL E, OU DIETA DE ALTO NIiVEL DE ENERGIA NO
DESEMPENHO E METABOLISMO DE CABRAS LEITEIRAS NO PERIPARTO!

2.1. RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos da suplementagédo energética, para prevencao
da toxemia da gestacao, e efeitos sobre o perfil metabdlico, expressao génica e
parametros produtivos, durante o periparto de cabras leiteiras. Foram utilizadas 48
cabras leiteiras suplementadas durante o periodo do 135° dia de gestacdo ao 15°
dia de lactagcédo. As dietas foram compostas por dieta com alta energia (3,3 Mcal de
EM.kg' de MS), dieta padrdao de energia (2,9 Mcal de EM.kg"! de MS) combinadas
ou ndao com propilenoglicol (PG, 0,408 Mcal de EM.kg"' de MS), compondo os
seguintes grupos: dieta de alta energia e PG (AP); dieta padrdo de energia e PG
(PP); somente dieta de alta energia (A); somente dieta padrdo de energia (P). A
dieta total foi constituida por silagem de milho e concentrado a base de milho e
farelo de soja, na relacao 50:50, e foi ofertada duas vezes ao dia. O consumo
alimentar foi medido diariamente. O peso das cabras foi medido a cada 15 dias até o
30° dia pds-parto e dos cabritos no dia do parto. A producéo leiteira e a colheita de
leite para determinar a composicéo (teores de lactose, gordura, e proteina e ureia),
foi realizada a cada sete dias, do sétimo ao 21° dia pods-parto. Foram realizadas
colheitas de sangue nos dias 14, 10, 5 e 3 pré-parto, no dia do parto e 3, 5, 10 e 14
dias pés-parto, para andlise dos marcadores energéticos, proteicos e enzimas
hepaticas. Foram realizadas bidpsias hepaticas nos dias -20, -10 e 15 em relagéo ao
parto, para avaliagcdo da expressao génica. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e os efeitos da suplementacdo, dia e interacao
Suplementacdo*Dia foram avaliados pelo teste F, considerando p<0,05 como
significativo. O risco de chance de desenvolver cetose foi analisado por regressao
logistica. As cabras do grupo PP tiveram 84,7% menos chances de desenvolver
toxemia da gestacdo. O status metabdlico energético ndo foi influenciado pelas
dietas. Foi observada maior expressdao dos genes FBP1 e PCK1 em cabras
alimentadas com A e P. Entretanto, cabras suplementadas com PG,

! Artigo formatado de acordo com as normas da revista Journal of Dairy Science.
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independentemente do nivel de energia da dieta, tiveram menor expressao dos
genes HMGCSL1 e ACSL1. O consumo de matéria seca (CMS) foi menor em cabras
P (0,981 kg.dia''), as quais tiveram menor massa corporal (57,6 kg). As cabras que
receberam AP produziram menos leite (1,44 kg.dia™'). Em relagdo a composi¢édo do
leite, as cabras do grupo P apresentaram maiores concentragbes de gordura
(5,25%), proteina (3,12%) e ureia (21,3%). A combinacéo da dieta padrdo de energia
com a suplementacdo, via oral, de PG reduz a chance de riscos de ocorrer
cetonemia e reduz a cetogénese. A combinacdo de uma dieta de alta energia com

PG prejudica a producao de leite.

Palavras-chave: cetonemia, desempenho, expressao, figado, producéao de leite

2.2. INTRODUCAO

O periparto, em cabras leiteiras, € caracterizado pela manutencdo da
gestacao e inicio da lactagao, diante de um desafio negativo de energia, por meio de
adaptacdes hormonais e metabdlicas. A diferenca entre a demanda de energia e 0
consumo de energia resulta no decréscimo da disponibilidade de glicose para os
tecidos (Schlumbohm e Harmeyer, 2008). Desta maneira, para suprir o déficit de
energia, o0 organismo mobiliza suas reservas, principalmente de lipideos e
aminoacidos, para a oxidagédo e gliconeogénese, além de estimular a cetogénese
para a producéo de fontes alternativas, como os corpos cetdnicos (Grummer, 1993;
Bell e Bauman, 1997; McFadden, 2020). O desequilibrio entre a mobilizacéo
excessiva de tecido adiposo e a taxa de metabolizacdo de lipideos resulta em
transtornos metabdlicos, como a toxemia da gestacdo ou cetose lactacional e
esteatose hepatica (Sordillo e Raphael, 2013).

A toxemia da gestacdo e a cetose lactacional em caprinos, que sé&o
caracterizadas pelo aumento de corpos cetbnicos, sobretudo beta-hidroxibutirato
(BHB), gera prejuizos econbémicos aos produtores. Esta enfermidade causa
prejuizos direto como, por exemplo, a morte da matriz e dos fetos (Zainal Ulum et al.,
2021), e indiretos, como gastos com tratamento, reducédo da producéo de leite e da
eficiéncia reprodutiva, e aumento do descarte involuntario (Harmeyer e
Schlumbohm, 2006; Barbagianni et al., 2015). Além disso, apesar da baixa
prevaléncia (até 30% do rebanho), a toxemia da gestacdo apresenta alta taxa de
mortalidade (em torno de 70%) devido aos caprinos nao responderem de forma
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eficiente ao tratamento. Desta maneira, meétodos de prevencdo devem ser
priorizados dentro das propriedades para o controle da enfermidade.

Para prevenir a toxemia da gestacao e a cetose, praticas que visam reduzir a
mobilizacao de tecido adiposo por meio do aumento da disponibilidade de glicose
sdo mais usuais (Cal-Pereyra et al., 2015; El-Kasrawy et al., 2020). Em caprinos, um
acréscimo ponderado de energia, por volta de 15% da EM, proporciona efeitos
positivos na producdo e no metabolismo, apresentando-se como uma estratégia
simples e com menor custo (Barbosa et al., 2016; Vazquez-Garcia et al., 2021). O
aumento da concentragdo de energia pode ser realizado por meio do aumento de
nutrientes da dieta ou pela suplementacdo de precursores glicogénicos, como 0
propilenoglicol (PG).

O PG é um residuo da industria do biodiesel, derivado da glicerina e, tem se
tornado um produto mais disponivel no mercado devido a expansao industrial
vinculada a producdo de combustiveis nao-fésseis (Mota et al., 2009). O PG tem
sido aplicado para o tratamento de cetose de vacas leiteiras desde a década de
1950 (Johnson, 1954). Porém, ha contradicbes na literatura sobre seu mecanismo
de acdo na literatura. Acreditava-se que a acdao do PG, estaria provavelmente,
associada com o aumento da concentracédo de glicose via gliconeogénese, devido
ao aumento das concentragdes de lactato e piruvato, e por meio da oxidagao
completa de acetil-CoA, reduzindo a cetogénese (Nielsen e Ingvartsen, 2004; Zhang
et al., 2020). Entretanto, Kristensen e Raun (2007) sugeriram que o PG aumenta a
disponibilidade de glicose por meio da resisténcia periférica a insulina e atua inibindo
diretamente a cetogénese.

Andlises de genética molecular podem proporcionar melhor compreensao dos
efeitos da suplementacdo energética sobre a expressdo génica hepatica,
principalmente aqueles relacionados a cetose. Genes relacionados com a
cetogénese, como HMGCSL1, que codifica a enzima iniciante e limitante desta via
podem demonstrar a agcao sobre a producdo de corpos cetbnicos (Hegardt, 1999).
Enquanto, a expressdo dos genes relacionados com a ativagdo e oxidagdo de
acidos graxos como o gene da acil-CoA sintetase de cadeia longa (ACSLT1) e
gliconeogénese, como o gene da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PCK1) foram
regulados positivamente no parto em correlacado com altos niveis de acidos graxos e
BHB (Weber et al., 2013). Da mesma maneira que o gene DGAT1 (diacilglicerol O-
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aciltransferase) foi documentado como influente no metabolismo lipidico em bovinos
leiteiros (Mach et al., 2012).

Desta forma, a hipoétese é que a suplementacdo energética com
propilenoglicol e/ou aumento na concentracao energética modificam a expressao de
genes hepaticos relacionados com a gliconeogénese, metabolismo lipidico e
cetogénese. Além de prevenir e promover melhorias nos indices produtivos.
Portanto, objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacao oral de PG, associada ou
nao com o0 aumento da concentracdo de energia na ragdo, para prevengao da
toxemia da gestacdo, e efeitos sobre o perfil metabdlico, expressdo de genes
hepaticos e parametros produtivos, de cabras leiteiras durante o periparto.

2.3. METODOLOGIA

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais de Producdo (CEUAP) da Universidade Federal de Vicosa,
sob numero 021/2018. O experimento foi conduzido de margo a junho de 2021, na
Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo (UEPE) em Caprinocultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.

O manejo reprodutivo dos animais seguiu 0 manejo preconizado pela UEPE.
Os animais aptos a reprodugao foram mantidos em galpdo com fotoperiodo artificial
(exposicéo a luz por16 horas/dia) para a indugdo do estro, (primavera no hemisfério
sul), considerando a posi¢ao geografica da UEPE Caprinocultura (21935'S, 43°15'W,
a 435 metros de altitude e de clima do tipo Cwa, segundo classificagdo de Koppen).
No inicio da estacdo reprodutiva (outubro - dezembro/2020), as fémeas foram
expostas ao efeito macho, com a presenca do reprodutor duas vezes ao dia. Com o
uso de rufides, foram identificadas as fémeas que entraram em estro e estas foram
alocadas com os machos para a monta natural. Trinta dias apés a monta natural, foi
realizada ultrassonografia transretal para diagnostico de gestacdo. As cabras que
apresentaram retorno ao estro ou resultado negativo de prenhez foram submetidas a
protocolo de sincronizagdo hormonal. O protocolo consistiu na aplicacdo de
dispositivo intravaginal de progesterona (Eazi-Breed CIDR®, Zoetis — S&o Paulo,
Brasil) mantida por sete dias. Cinco dias apds a aplicacao do dispositivo intravaginal,
foi administrado 1 mL intramuscular de eCG (Novormon®, Zoetis, Buenos Aires,
Argentina) e PGF2-alfa (Lutalyse®, Zoetis — Kalamazoo, Estados Unidos) e, no sexto
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dia, o dispositivo foi removido. Transcorrido o protocolo, as cabras foram alocadas,
novamente, com os machos para a monta natural.

Dos animais em periodo reprodutivo, foram selecionadas 48 cabras leiteiras,
entre a segunda e a terceira ordens de parto, com gestacdo gemelar, apos
ultrassonografia transretal, em torno do 60° dia de gestacdo. Trinta dias antes do
parto, os animais foram alocados em baias individuais (1,75 m?) para adaptacdo ao
manejo, permanecendo até o 15° dia apds o parto. Nas baias, os animais tinham
livre acesso a agua, ao alimento e ao sal mineral.

As cabras foram alocadas em quatro dietas, a partir do 135° dia de gestagéao
até o 15° dia apds o parto, em um delineamento inteiramente casualisado (DIC),
conforme a descrigdo a seguir:

1. Dieta de alta energia e propilenoglicol (AP): as cabras receberam dieta
total com 3,3 Mcal de EM.kg™' de MS e suplementagao com propileno-
glicol oral (0,408 Mcal, 90 mL/dia);

2. Dieta padrao de energia e propilenoglicol (PP): as cabras receberam
dieta total com 2,9 Mcal de EM.kg™' de MS e suplementagao com propi-
lenoglicol oral (0,408 Mcal, 90 mL/dia);

3. Dieta de alta energia (A): as cabras receberam somente dieta total com
3,3 Mcal de EM.kg™" de MS;

4. Dieta padrao de energia (P): as cabras receberam somente dieta total
com 2,9 Mcal de EM.kg™! de MS.

As cabras dos grupos AP e PP receberam a administracdo de PG uma vez ao
dia, de forma oral, com ajuda de um dosador, as 9h00min da manha, durante todo o
periodo citado. Os animais que constituiram os grupos A e P receberam agua
potavel em substituicdo ao PG, com a finalidade de submeter todos os animais
experimentais ao mesmo procedimento de manejo.

A dieta total foi composta por silagem de milho e concentrado a base de milho
e farelo de soja. A dieta padréo para gestagao foi formulada com a finalidade de
atender as demandas nutricionais de cabras em gestagéo, considerando 55 kg de
peso corporal médio, aos 145 dias de gestacao, com prolificidade de 1,5 cabritos, de
acordo com o (AFRC, 1993, Tabela 1). Ja para a dieta padrdo para cabras em
lactacao, foram considerados 55 kg de peso corporal médio, produgdo média de 2,5
kg de leite.dia’ até 30 dias de lactacdo, para o célculo das exigéncias, também
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conforme o (AFRC, 1993, Tabela 1). A dieta de alta energia foi calculada com o
acréscimo de 15% de EM. kg™' de MS com base nas exigéncias.

Tabela 1. Ingredientes e composicao das dietas pré-parto e pés-parto, para cabras
leiteiras recebendo dieta com alta energia (A) e dieta padrao de energia (P), de
acordo com as exigéncias do AFRC (1993)

, Pre-parto Pés-parto
Ingrediente’

P A P A
Silagem de milho 494.4 434.,4 528,4 451,7
Fuba de milho 362,5 461,5 197,8 318,0
Farelo de soja 112,6 76,0 255,1 213,0
Calcario calcitico 10,5 11,6 8,3 7,00
Fosfato bicalcico 10,4 7,84 0,5 -
Bicarbonato de sodio - - 10,0 10,1
Composicao dietética?
MS3 4452 419,9 436,4 448,4
PB* 125 123 188 178
FDN® 334 344 351 331
EMS 2,9 3,3 2,8 3,2
EM + PG 3,3 3,7 3,2 3,6
Tg.kg?.

2 Valores estimados.

SMS: matéria seca (g.kg' de matéria natural).

4 PB: proteina bruta (g.kg' MS).

5 FDN: fibra em detergente neutro (g.kg' MS).

SEM: energia metabolizavel (Mcal.kg' MS).

"EM + PG: energia metabolizavel total (Mcal.kg' MS) da dieta considerando o acréscimo de energia
do PG (0,408 Mcal) para os animais que foram suplementados com PG.

A dieta total foi fornecida ap6s mistura prévia de volumoso com mistura
concentrada (relagdo 50:50). A alimentagao foi ofertada duas vezes ao dia, as
8h00min e as 15h00min, e a quantidade ofertada foi ajustada diariamente para que
as sobras representassem 15% do fornecido. Amostras das sobras e dos alimentos
foram coletadas e submetidas a pré-secagem em estufa de ar forcado a 55 °C,
overnight e secagem definitva em estufa a 105 °C por 16 horas, para a
determinacdo da matéria seca (MS) e mensuragcdo do consumo alimentar diario.
Para o controle da massa corporal, as cabras foram pesadas no inicio do periodo
experimental e, a partir de entdo, a cada 15 dias, até o 30° dia pds-parto.



23

Apés o parto, as cabras foram ordenhadas duas vezes ao dia, as 6h30min e
as 14h30min, e a producao de leite foi registrada a cada sete dias, do sétimo ao 21°
dia pos-parto. Nos mesmos dias, foram colhidas amostras para andlise da
composicao do leite (teores de lactose, gordura, proteina e ureia), em frasco de
polietileno com conservante bronopol, mantidas sob refrigeracéo (entre 2 e 6 °C) e
enviadas para analise no Laboratério de Qualidade do Leite do Centro Nacional de
Pesquisa de Gado de Leite (EMBRAPA — Gado de Leite), em Juiz de Fora, MG.

As colheitas de sangue foram realizadas as 7h00 min, antes da alimentagao e
do fornecimento de PG. Foram realizadas colheitas de sangue nos dias 14, 10,5e 3
pré-parto, e 3, 5, 10 e 14 dias pds-parto, por meio de pun¢ao da veia jugular. Foram
utilizados tubos vacutainer com fluoreto de sédio (Vacuplast®, Cotia, Brasil) para a
andlise de glicose e lactato e tubos com ativador de coagulo (Vacuplast®, Cotia,
Brasil) para as andlises de acidos graxos livres (AGL), colesterol total, beta-
hidroxibutirato (BHB), triglicerideos, ureia, albumina, proteinas totais (PT), creatinina,
fosfatase alcalina (FA), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST) e gama glutamiltransferase (GGT). Apés as colheitas, as amostras de sangue
foram centrifugadas a 3.000 g, por 15 minutos. As amostras de soro foram
acondicionadas em microtubos e armazenadas a -20 °C até a realizacdo das
analises.

Os metabdlitos foram analisados no Laboratério de Fisiologia e Reproducao
Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, em
equipamento automatico para bioquimica, marca Mindray (Shenzen, China), modelo
BS200E, utilizando-se kits de determinacdo da Bioclin para glicose (K082, Belo
Horizonte, Brasil), lactato (K084), colesterol (K083), triglicerideos (k117), ureia
(K056), albumina (K040), creatinina (K067), PT (K031), FA (K224-2), ALT (K049),
AST (K048)e GGT (K080-2) e da Randox (AGL - FA115 e BHB- RB1007, Antrim,
Reino Unido).

Para a expressdo génica, amostras do tecido hepatico foram coletadas de
trés animais, dentro de cada tratamento, escolhidos de forma aleatéria, nos dias -20,
-10, e 15 dias em relagédo ao parto, por meio de bidpsia hepatica. A bidpsia hepatica
foi realizada por introdugcdo de uma canula com trocater no 12° ou 11° espaco
intercostal, na altura da tuberosidade iliaca, apds aplicacao de lidocaina a 1%. A
amostra de figado foi depositada em uma placa de Petri para limpeza de coagulos e,
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posteriormente, armazenada em criotubos, a -20 °C, em botijado com nitrogénio
liquido, até a realizagao das analises de PCR quantitativa (QPCR).

O RNA total foi isolado a partir de 50 mg de amostra hepatica, utilizando kit de
isolamento total de RNA Mag Max® (ThermoFischer Scientific, Austin, EUA) de
acordo com as recomendagbes do fabricante. As concentracbes de RNA foram
verificadas em espectrofotémetro NanoVue® Plus (GE Healthcare, Buckinghamshire,
Reino Unido), com razao 6tima entre 1,8 e 2,1. A transcrigdo reversa foi realizada
utilizando-se kit de transcricdo reversa de alta capacidade (Applied biosystems®,
ThermoFisher Scientific, Vilnius, Lituania), de acordo com a recomendacdo do
fabricante. A quantificagdo do cDNA foi realizada em espectrofotémetro NanoVue®
Plus (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) e, posteriormente, o cDNA foi
armazenado a -20 °C, até anélise de qPCR.

A sequéncia de nucleotideos para os genes-alvo e a sequéncia de referéncia
foram obtidas para Capra hircus do banco de dados GenBank. Os seguintes genes
foram avaliados no tecido hepatico: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintase 1
(HMGCSHT), 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase (HMGCL), carnitina
palmitoiltransferase 2 (CPT2), carnitina palmitoiliransferase 1A (CPTA1A), acetil-CoA
carboxilase alfa (ACACA), acil-CoA sintetase de cadeia longa (ACSL1), acido graxo
sintase (FASN), diacilglicerol O-aciltransferase (DGATT), glicerol quinase (GK),
fosfoenolpiruvato carboxiquinase 1 (PCKT), frutose-bisfosfatase 1(FBP1) e glicose-6-
fosfato isomerase (GPI). Essas sequéncias dos genes foram usadas para construir
os primers pelo programa PrimerQuest fornecido por Integrated DNA Technologies,
Inc. O GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) foi usado como gene de
referéncia para normalizacao (Tabela 2).

Tabela 2. Genes e sequéncia dos pares de primers avaliados no tecido hepatico de
cabras leiteiras

ID gene Al iy o
Gene GenBank Nome Sequéncia (5’ - 3’)
_hidroxi-3- F: CTT GGC CAA CTA
HMGCS1 102176561 :rsne{i? (I)lj(tla?il-CoA CAT TCC C
etiig R: CCG AGC GTA GGT
sintase 1 TCTTCTA
3 hidroxi.3 F: GTC AAG CCC TGA
-hidroxi-3- ACA GAA G
AMGCL 102180980 ofigiutari-CoA liase  R: TCG GTA TTG GCA
CAC AGT C
" F: TCC TGG ACC CTG
CPT2 102180988 Carnitina CAT ATA G

palmitOiltranSferase 2 R: CAA TGC CCA AGC



CPTATA

ACACA

ACSL1

FASN

DGAT1

GK

PCK1

FBP1

GPI

GAPDH

102187923

100861224

102177866

100861286

100861225

102170215

102168742

102186015

102189150

100860872

Carnitina
palmitoiltransferase 1A

Acetil-CoA carboxilase
alfa

Acil-CoA sintetase de
cadeia longa

Acido graxo sintase

Diacilglicerol O-
aciltransferase

Glicerol quinase

Fosfoenolpiruvato
carboxiquinase
1(citosélica)

Frutose-bisfosfatase 1

Glicose-6-fosfato
isomerase

Gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase

CAT CA

F: TGC ATG GCA GGT
GTTTC

R: CTC CGC GTT AAT
GCC TATC

F: CAG AAA GGT CAG
TGG TTG AG

R: ACT ACT CCC ACG
GGT ATTC

F: GGC GAG GTA TGT
GTG AAAG

R: CAA CCA GCC GTC
TTTATCC

F: AAC CGC CTC TCC
TTCTT

R: TCT CTG GAT GGC
TTGGTAG

F: CTG ATT CAG CAG
TGGATG G

R: GAG TGG AAG AGC
CAG TAG A

F: CGG TGC AGG ATG
TTAGTTC

R: CCC TAG TGG TAC
AGT GGT TA

F: GGA TGT CCG AGG
AGGATTT

R: CGA TCT TGG ACA
GAG GAG AG

F: CAC CCT TCG ACA
CCAATATC

R: AAG CGA GTT GAG
CAGTTG

F: ACC AAA CTC ACG
CCATTC

R: GCT GTT GAT GTC
CCAGATG

F: CAC GAG AGG AAG
AGAGAGTT

R: GGG ATG GAA ATG
TGTGGAG
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A abundancia de mRNA foi obtida usando a deteccdo SYBR Green com
GoTaq PCR Master Mix (Promega®, ThermoFisher Scientific, Madison, EUA) por
meio de um sistema de detecgdo ABI Prism 7300 Sequence Thermocycler® (Applied

Biosystems®, Foster City, EUA), de acordo com as recomendagoes do fabricante. A

reacao consistiu em uma etapa inicial a 95 °C, por dois minutos, uma segunda etapa

de 40 ciclos, com a mesma temperatura, por 15 segundos, e uma extensao final, a

60 °C, por 60 segundos. A quantidade de Threshold Cycle (Ct) dos genes-alvo foi

corrigida com a média do Ct do gene controle (ACT). Os valores de expressao

relativa foram estimados como 27-AACt (Livak e Schmittgen, 2001).0 modelo

estatistico de base foi: Y;; = p+ T +e;, em que Y € a variavel avaliada; p é a
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constante; T; € o efeito fixo de tratamento e e;; € o erro aleatorio. O dia 0 foi removido

dos dados devido a nao padronizagdo entre o nascimento e o intervalo de coleta de
sangue. Os dados foram avaliados quanto a normalidade dos residuos pelo teste de
Shapiro-Wilk, e de Bartllet para verificar a homocedasticidade. Para as variaveis que
nao apresentaram normalidade, foram realizadas transformacoées (logaritmicas e
BoxCox) previamente a analise de variancia (ANOVA).

Os parametros bioquimicos, producdo e composicdo do leite, peso e
consumo de matéria seca foram analisados como medida repetida no tempo,
considerando efeito aleatério de animal no tempo. Foram testadas as estruturas de
covariancia autorregressiva, simetria composta, geral e autorregressao de primeira
ordem, sendo o modelo escolhido por meio do critério de informagdo de Akaike.
Apoés escolha do modelo, os efeitos de tratamento, tempo e interagdo tratamento
tempo foram analisados pelo teste F. Quando pertinente, as médias foram avaliadas
pelo teste de Tukey. A abundancia relativa de mRNA foi analisada pelo modelo-base
e foi considerado o efeito do tempo e sua interagcdo com o tratamento. Os efeitos
foram analisados pelo teste F e, quando pertinente, as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey. A concentracdo de glicose e o peso dos cabritos foram
avaliados pelo modelo de base, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey.
A variavel prolificidade foi analisada como teste de Kruskal Wallis.

Para compreender a probabilidade de risco de desenvolver toxemia da
gestacado, foram considerados, como limiar para cetonemia, eventos que
apresentavam valor de BHB superior a 0,8 mmol/L (Zamuner et al., 2020a).
Posteriormente, os dados de BHB foram submetidos a regressao logistica, usando
uma distribuicdo binaria e fungéo link “probit”, sendo os parametros convertidos em
razdo de chance. Para todas as analises, valores de P<0,05 foram considerados
para indicar diferengas significativas. Todos os procedimentos foram realizados no
software R.

2.4. RESULTADOS

Dos 48 animais avaliados, seis cabras apresentaram algum tipo de
enfermidade durante o periodo experimental. Cinco cabras apresentaram doenga no
trato reprodutivo, sendo um prolapso uterino no pés-parto, duas retencbes de
placenta e dois abortos. Um animal foi eutanasiado devido a fratura do membro
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posterior direito. Os animais foram diagnosticados por um médico veterinario e
tratados de acordo com a enfermidade. Todos foram removidos do experimento para
tratamento e as coletas foram consideradas apenas antes do diagnéstico da
enfermidade.

As cabras que receberam dieta padrdo de energia associada ao PG tiveram
84,7% menos chances de desenvolver cetonemia. Enquanto com a associa¢do do
PG e a dieta de alta energia, a chance de desenvolver cetonemia foi de 79,2%
(Tabela 3). Observou-se maior frequéncia de um mesmo animal desenvolver

cetonemia ao longo do tempo, em cabras que nao receberam PG (Tabela 3).

Tabela 3. Modelo logistico para predigdo de toxemia da gestagéo (BHB =0,8 mmol/L)
em cabras leiteiras, durante o periodo de transicdo, alimentadas com diferentes
estratégias de acréscimo de energia

BHB®% = 0,8 Intervalo de P-valor

Dieta Animal mmol/L Razao de confianga de
(n) (Eventos/N chances 95%

¢ coletas)
AP? 4 (7/75) 0,208 0,097 - 0,449 <0,001
PP? 3 (4/73) 0,153 0,068 - 0,345 <0,001
A3 5 (13/76) 0,289 0,136 - 0,612 0,001
P4 5 (15/76) 0,319 0,153 - 0,667 0,002

'AP: alta energia associada ao propilenoglicol.

2 PP: baixa energia associada ao propilenoglicol.
3 A: alta energia sem propilenoglicol.

4P: baixa energia sem propilenoglicol.

5 BHB: B-hidroxibutirato.

No que se refere aos marcadores do metabolismo proteico, cabras que foram
alimentadas com alta energia e PG e dieta padrdo de energia e PG tiveram maior
concentragdo de creatinina em relagdo as cabras que receberam dieta padrdo de
energia (p = 0,010, Tabela 4). Sobre o perfil enzimatico, a concentracdao de GGT foi
menor em cabras que foram alimentadas com dieta padrdo de energia em relagao
as cabras que receberam alta energia e PG e padréo de energia e PG (p=0,034,
Tabela 4). As concentragdes dos demais marcadores energéticos, proteicos e
enzimaticos nao foram influenciados pela dieta (Tabela 4).

Tabela 4. Perfil metabdlico de cabras leiteiras suplementadas com diferentes
estratégias de acréscimo de energia no periodo de transicdo

Dieta® P-valor®

Metabdlito AP PP A P EPM Supl Dia SDvs
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Glicose' 55,0 54,0 53,0 51,9 0,46 0,209 0,025 0,169
Lactato’ 4,40 4,38 4,04 437 0,12 0,812 0,112 0,002
BHB2 0,36 0,39 0,41 0,40 0,01 0,925 0,017 0,377
AGL? 0,17 0,19 0,17 0,18 0,01 0,942 0,008 0,674
Triglicerideos' 20,1 17,7 20,1 17,7 0,72 0,409 <0,001 0,086
Colesterol’ 61,5 62,9 64,3 644 1,04 0,971 0,057 0,070
Albumina3 2,32 2,41 2,40 2,41 0,02 0,302 0,011 0,999
PT3 512 5,57 55 5,18 0,04 0,079 <0,001 0,892
Ureia’ 22,3 26,6 23,9 254 0,91 0,304 0,001 0,092
Creatinina’ 1,142 1,142 1,082 1,04°> 0,01 0,010 0,136 0,954
FA% 36,9 30,5 339 376 1,18 0,515 0,003 0,617
ALT* 126 13,8 13,1 11,0 0,25 0,146 0,006 0,048
AST# 83,3 81,2 74,7 69,5 1,34 0,257 0,001 0,394
GGT* 48,32 49,028 45,1% 364° 0,86 0,034 <0,001 0,150

a¢ | etras minusculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as colunas.

"mg/dL.

2mmol/L, metabdlitos: BHB: B-hidroxibutirato; AGL: acidos graxos nao-esterificados.

3g/dL, metabodlitos: PPT: proteina plasmatica total.

4 U/L, metabodlitos: FA: fosfatase alcalina; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato
aminotransferase; GGT: gama glutamil transferase.

5 Dietas: AP= dieta de alta energia associada ao propilenoglicol; PP= dieta padrdo de energia
associada ao propilenoglicol; A= dieta de alta energia; P= dieta padrao de energia.

6 Probabilidade de efeitos: Supl = efeito da suplementagdo energética; Dia = efeito de dia; Svs D =
efeito da interacao entre suplementagao e dia.

As cabras, independentemente da dieta, tiveram maior concentracdo de
glicose nos dias 5 e 10 em relacédo aos dias -14 e -5 (Figura 1a, p = 0,025). Houve
efeito da interacao entre suplementacao (S) e dia (D, S vs D) sobre a concentracao
de lactato (Tabela 4). A concentracdo de lactato foi maior no dia 3, para cabras
alimentadas com dieta padrao de energia (p= 0,002, Figura 1b) em relagdo ao dia 10
para cabras alimentadas com dieta de alta energia e PG. A concentracdo de Beta-
hidroxibutirato (BHB) foi menor no dia -14 em relacao aos dias -10 pré-parto e 3, 5,
10 e 14 pds-parto (Figura 1c, p = 0,017). Ja a concentragdo de acidos graxos livres
(AGL) foi menor no dia -10 pré-parto em relagcédo aos dias 3, 5, 10 e 14 do pd6s-parto
(Figura 1d, p =0,008). E a concentragao de triglicerideos foi maior nos dias -14 e -10
pré-parto em relacao aos dias 10 e 14 pds-parto (Figura 1e, p<0,0001).
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Figura 1. Concentracbes séricas de glicose (a), lactato (b), Beta-hidroxibutirato

(BHB, c), acidos graxos livres (AGL, d) e triglicerideos (e) de cabras leiteiras
suplementadas com diferentes estratégias de acréscimo de energia durante o
periodo de transi¢do. Dietas: AP= dieta de alta energia associada ao propilenoglicol;
PP= dieta padrao de energia associada ao propilenoglicol; A= dieta de alta energia;
P= dieta padrao de energia. Probabilidade de efeitos: S= efeito da suplementagéo
energética; D = efeito de dia; S vs D = efeito da interagao entre suplementagao e dia.

O efeito de dia foi observado nas concentragdes de albumina, proteina total e
ureia, independentemente da dieta. As cabras tiveram maior concentracdo de
albumina no dia 14 pés-parto em relacao aos dias -5 pré-parto e 3 pds-parto (Figura
2a, p =0,011). A concentragdo de proteina total (PT) aumentou ao longo do tempo
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(Figura 2b, p<0,001). E a concentragéo de ureia foi maior nos dias 5 e 10 pds-parto
em relacao aos dias -14, -10, -5 e -3 pré-parto (Figura 2c, p = 0,001).

Supl = 0,302 6 a a Supi=0079
s 0=001 b 3 <0001
SvsD=059% 55 SveD=0892
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=
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b o
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14 10 S 3 5 10 14
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c)
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1 10 5 3 3 0 14
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Figura 2. Concentracdes séricas de albumina (a), proteina total (PT, b), ureia (c) de
cabras leiteiras suplementadas com diferentes estratégias de acréscimo de energia
durante o periodo de transicdo. Probabilidade de efeitos: S= efeito da
suplementacdo energética; D = efeito de dia; S vs D = efeito da interacdo entre
suplementacao e dia.

De maneira semelhante, foi observado efeito de dia sobre as concentracdes
de fosfatase alcalina, alanina aminotransferase (ALT), apartato aminotransferase
(AST) e gama glutariltransferase (GGT), independentemente da dieta. A
concentracao de fosfatase alcalina foi maior no dia -10 pré-parto em relacao aos
dias 5, 10 e 14 pés-parto (Figura 3a, p = 0,003). A concentragao de ALT foi maior
nos dias -10 pré-parto e 5 pds-parto em relagédo aos dias 10 e 14 péds-parto (Figura
3b, p = 0,006). Enquanto a concentracao de AST foi maior no pds-parto em relacédo
ao pré-parto, exceto o dia -3 (Figura 3c, p = 0,001). E a concentracdo de GGT
aumentou ao longo do tempo (Figura 3d, p < 0,001).
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Figura 3. Concentracdes séricas de fosfatase alcalina (a), alanina aminotransferase
(ALT, b), aspartato aminotransferase (AST, c) e gama glutariltransferase (GGT, d) de
cabras leiteiras suplementadas com diferentes estratégias de acréscimo de energia
durante o periodo de transicdo. Dietas: AP= dieta de alta energia associada ao
propilenoglicol; PP= dieta padrdo de energia associada ao propilenoglicol; A= dieta
de alta energia; P= dieta padrao de energia. Probabilidade de efeitos: S= efeito da
suplementacao energética; D = efeito de dia; S vs D = efeito da interagdo entre
suplementacao e dia.

Os genes ligados a enzimas relacionadas a gliconeogénese, FBP1 (frutose
bifosfatase, p = 0,007) e PCK1 (fosfoenolpiruvato carboxilase, p<0,001), foram mais
expressos nas cabras que nao foram suplementadas com PG, independentemente
do nivel de energia da dieta (A e P, Tabela 6). Porém, as cabras que foram
alimentadas com dieta de alta energia, associada ao PG, tiveram o gene relacionado
ao metabolismo dos corpos cetbnicos, HMGCSL1 (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
sintase), menos expresso que as cabras que receberam A e P (p=0,001, Tabela 6).
O gene ACSLT1 (acil-CoA sintetase de cadeia longa), relacionado a sintese de acidos
graxos, foi mais expresso em cabras alimentadas somente com dieta padrdo de

energia (P).
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Tabela 5. Abundancia relativa de mRNA de marcadores do metabolismo energético
do figado de cabras leiteiras suplementadas com diferentes estratégias de
acréscimo de energia no periodo de transicao

. Dieta? P-valor3
Variavel AP PP A P EPM “Siol  Dia  SwsD
Gliconeogénese
PCK11 16,65 25,35° 89,462 113,122 11,13 <0,001 0,650 0,559
FBP11 15,06° 10,46° 19,602 23,512 1,87 0,007 0,883 0,174
GPI' 1,20 1,17 1,11 1,12 0,09 0,986 0,083 0,135
Cetogénese
HMGCSL11 3,06° 5,36 18,642 7,47° 2,35 0,001 0,929 0,543
HMGCL' 1,32 1,25 1,28 1,42 0,15 0,983 0,601 0,367
Beta-oxidacao
CPTA1A? 0,99 1,00 0,99 1,00 1,12 1,000 0,883 0,714
CPT21 1,20 1,01 1,17 1,12 0,08 0,860 0,392 0,310
Sintese de AG
ACSL1! 11,81¢ 12,22¢ 2349° 36,612 1,87 0,001 0,177 0,941
FASN' 2,37 1,90 2,01 1,79 0,34 0,952 0,361 0,773
ACACA' 1,07 1,00 1,00 0,99 0,21 0,997 0,398 0,092
Sintese de TAG
DGAT! 1,26 1,03 1,15 1,05 0,08 0,635 0,012 0,010
GK' 1,25 1,07 1,12 1,12 0,09 0,909 0,070 0,242

a¢ | etras minusculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as colunas.

' abundancia relativa, variavel: PCK1 = fosfoenolpiruvato carboxiquinase 1; FABP1 = frutose-
bisfosfatase 1; GPI = glicose-6-fosfato isomerase; HMGCSL1 = 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintase 1;
HMGCL = 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase; CPTA1A = carnitina palmitoiltransferase 12; CPT2 =
carnitina palmitoiltransferase 2; ACSL1 = acil-CoA sintetase de cadeia longa; FASN = acido graxo
sintase; ACACA = acetil-CoA carboxilase alfa; DGAT = diacilglicerol O-aciltransferase; GK = glicerol
quinase.

2 Dietas: AP: dieta de alta energia associada ao propilenoglicol; PP: dieta padrdo de energia
associada ao propilenoglicol; A: dieta de alta energia; P: dieta padrao de energia.

3 Probabilidade de efeitos: Supl= efeito da suplementacédo energética; Dia = efeito de dia; S vs D =
efeito da interagdo entre suplementacao dia.

Houve efeito da interacdo S vs D sobre a expressao relativa do gene DGAT1
hepatico (Tabela 5). Cabras leiteiras alimentadas com dieta de alta energia e PG
tiveram maior expressao do gene DGATT no dia 15 pés-parto em relacao aos dias -
20 e -10 pré-parto do mesmo grupo e em relacdo as cabras alimentadas com dieta
padrao de energia e PG no dia -20 pré-parto, cabras alimentadas com dieta de alta
energia nos dias -20 e -10 pré-parto e cabras alimentadas com dieta padrdo de
energia no dia 15 pés-parto (Figura 4, p = 0,010).
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Figura 4. Abundancia relativa do gene DGAT1 de cabras leiteiras suplementadas
com diferentes estratégias de acréscimo de energia durante o periparto. Dietas: AP=
dieta de alta energia associada ao propilenoglicol; PP= dieta padrédo de energia
associada ao propilenoglicol; A= dieta de alta energia; P= dieta padrao de energia.
Probabilidade de efeitos: S= efeito da suplementagédo energética; D = efeito de dia; S
vs D = efeito da interagao entre suplementacgao e dia.

As cabras que receberam dieta padrdo de energia com PG apresentaram
maior massa corporal média que as cabras que receberam somente dieta padréo de
energia (P, Tabela 6). Todas as cabras reduziram a massa corporal no periodo pés-
parto. O consumo de matéria seca (CMS) foi superior em cabras que receberam
dieta de alta energia (A, 1,189 kg.dia™') em relagao as cabras que foram alimentadas
com P (0,981 kg.dia™', p=0,004, Tabela 6).

As cabras que receberam dieta de alta energia e PG produziram menos leite
em relacdo as cabras que receberam as outras dietas (p=0,002). Em relacado a
composicao do leite, as cabras que receberam somente dieta padrao apresentaram
maior concentragdo de gordura (5,25%, p=0,04) e proteina (3,21 g/kg™!, p<0,001) em
comparagdo com as cabras que receberam dieta padrdo associada ao PG.
Consequentemente, foi observada diferenca, entre esses grupos, no extrato seco
total. As cabras que foram alimentadas com dieta padrdao apresentaram maior
concentracdo de ureia no leite (21,3 mg/dL) em comparacdo com as cabras
alimentadas com alta energia e alta energia e PG (p=0,0002, Tabela 6).

Tabela 6. Massa corporal, consumo de matéria seca (CMS), produgédo e composicao
do leite de cabras leiteiras suplementadas com diferentes estratégias de energia
durante o periparto
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Dieta® EPM P-valor
Variavel Svs
AP PP A P Supl Dia b
Massa
62,43 66,72 66,63 59,7° 1,116 0,024 <0,001 0,999
corporal’
CMS2 1,042 1,172 1,192 0,98b 0,021 0,004 0,298 0,977
Producao de
. 1,44° 2,552 2,142 2,372 0,11 0,002 0,499 0,869
leite?
Gordura3 4,192 4,09 4,172 5,252 0,14 0,044 0,121 0,598
Proteina3 3,272 2,91P 3,03P 3,212 0,04 <0,001 <0,001 0,267
Lactose® 4,48 4,32 4,42 4.35 0,04 0,671 0,620 0,553
ESTS 13,020 12,00* 12,42 13,52* 0,19 0,071 0,486 0,352
Ureia* 12,40 17,320 12,7° 21,32 0,88 <0,001 0,684 0,159

a¢ | etras minusculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as colunas.
* Indica tendéncia significativa (p<0,10 a p>0,05) entre as colunas.

T kg.
2kg.dia.
3g.kg.

EST= extrato seco total.

4 mg/dL.

5 Dietas: AP: dieta de alta energia associada ao propilenoglicol; PP: dieta padrdo de energia
associada ao propilenoglicol; A: dieta de alta energia; P: dieta padréao de energia.
& Probabilidade de efeitos: Supl= efeito da suplementacédo energética; Dia = efeito de dia; S vs D =
efeito da interacdo entre suplementacao e dia.

Houve efeito de dia em relagdo a massa corporal e concentracao de proteina

no leite das cabras, independentemente da dieta (Tabela 6). As cabras reduziram a

massa corporal a partir do dia do parto (Figura 5a, p < 0,001). Ja a concentracéo de

proteina no leite foi maior no dia 7 em relacao aos dias 14 e 21 p6s-parto (Figura 5b,

p <0,001).
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Figura 5. Massa corporal (a) e proteina do leite (b) de cabras leiteiras
suplementadas com diferentes estratégias de acréscimo de energia durante o
periparto. Probabilidade de efeitos: S= efeito da suplementagcdo energética; D =
efeito de dia; S vs D = efeito da interacéo entre suplementacéo e dia.

2.5. DISCUSSAO

Pelos resultados verifica-se que as cabras alimentadas com dieta padréo de
energia e PG tiveram menor chance de desenvolver um quadro de cetonemia (BHB
2 0,8 mmol/L). Esses resultados estdo de acordo com estudos em vacas leiteiras,
nos quais demonstrou-se recuperacdo mais rapida em vacas cetéticas tratadas com
PG (McArt et al.,, 2011). Em trabalhos anteriores presumia-se que a reducdo da
cetonemia por meio do PG ocorresse com melhora nos marcadores de metabolismo
energético e, em especial, aumento das concentracées de glicose e lactato e
reducdo das concentragbes de BHB e AGL. Porém, esses marcadores
apresentaram meédias semelhantes entre as dietas (Tabela 4).

A semelhanca do metabolismo energético entre as cabras pode ser explicado
pela capacidade da manutencdo do status energético por todas as dietas fornecidas,
por meio de mecanismos distintos. Essa suposicao é reforcada a partir da analise da
expressao génica. Cabras alimentadas com dieta de alta energia e dieta padrdo de
energia tiveram maior abundancia relativa na expressao dos genes PCK1 e FBP1.
Esses genes participam das principais etapas da gliconeogénese. A PCK1 realiza a
carboxilacdo do oxaloacetato a fosfoenolpiruvato, enquanto a FBP1 participa da
hidrolise da frutose-1,6-bifosfato (Zhang et al., 2016). Provavelmente, nestes grupos,
a gliconeogénese foi mais ativada por meio da utilizagédo de substratos de origem
proteica ou via aumento de propionato, no caso do grupo A, por intermédio da
adicao de milho na racao. Outro mecanismo fisioldgico utilizado, pelos grupos A e P,
para poupar energia, durante o periparto foi a utilizacdo da cetogénese. Houve maior
expressao do gene HMGCSL1, reconhecidamente a etapa iniciante e limitante da
cetogénese (Hegardt, 1999, Tabela 5).

Nossos resultados demonstram que a suplementacdo de PG nao atua por
meio do aumento da gliconeogénese como era proposto anteriormente(Nielsen e
Ingvartsen, 2004; McArt et al., 2011). De fato, ha reducao da cetogénese, o que foi
demonstrado pela reducéo da chance de risco de desenvolver toxemia da gestagao,
quanto reducdo da expressdao génica do gene HMGCSL1, nos grupos que
receberam PG. Entretanto, era suposto que tal efeito ocorria por meio do aumento
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dos substratos, como lactato, favorecendo a gliconeogénese, o que nao foi
demonstrado em nossos resultados (Figura 1 e Tabela 5). Uma justificativa possivel
foi demonstrada no trabalho realizado por Kristensen e Raun (2007). Os autores
sugerem que um dos modos de acao do PG seria por meio da resisténcia a insulina,
induzida pelo aumento de propanol e PG no sangue, poupando, desta maneira, a
utilizagcéo de glicose pelos tecidos periféricos e reduzindo a lipdlise e a cetonemia.

As cabras que foram alimentadas com P apresentaram menor CMS e,
consequentemente, menor massa corporal (Tabela 6). Presume-se que neste grupo,
as funcgdes fisiologicas como a gestacao e lactagao foram priorizadas, resultando no
déficit de energia para manutencédo de processos metabdlicos secundarios, como a
manuteng¢do da massa muscular. Essa suposicao € reforcada pela demonstracao de
maior producao de leite no grupo P (Tabela 6). A maior quantidade de substratos
que chegam a glandula mamaria, por meio da mobilizacdo dos tecidos, contribuem
para a sintese dos componentes do leite, 0 que gera aumento da producédo de leite
(Bell e Bauman, 1997).

Esperava-se que o acréscimo do nivel de energia via dieta de alta energia
combinado com PG, promovessem maior aporte de glicose para a funcdo da
lactagdo, o que néo foi observado (Tabela 6). Supde-se que a combinacéo de alta
energia com PG pode modificar o metabolismo ruminal e, consequentemente reduz
a producdo de leite nesse grupo. Em trabalhos anteriores, foi observada que
suplementacdo com PG pode modificar a microbiota ruminal e alterar a produgéo de
intermediarios(Nielsen e Ingvartsen, 2004; Wang et al., 2021). Adicionalmente,
também foi relatado que a condicdo de superalimentagdo reduz o pH ruminal por
pelo menos trés horas ao dia, alterando a microbiota ruminal e interferindo
diretamente na produtividade (Plaizier et al., 2008; Khafipour et al., 2009). Essa
suposicao € reforgada pela menor concentracdo de ureia no leite das cabras
alimentadas com alta energia e PG, indicando reducado da producédo de proteina
microbiana ruminal, uma vez que as dietas apresentavam conteldo semelhante de
proteina dietética (Tabela 1).

A suplementacao energética, no periparto de cabras leiteiras, por meio da
dieta padrao de energia, com suplementacdo de PG, parece ser uma alternativa
mais vantajosa, em virtude da redugéo do risco de desenvolvimento de toxemia da
gestacao devido a reducdo da cetogénese. Porém, efeitos proeminentes sobre o
status metabdlico, principalmente sobre as concentracbes de glicose e lactato,
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podem ndo ser observados, uma vez que o mecanismo de acao esta centralizado na

atenuacéao da sintese de corpos cetbnicos.

2.6. CONCLUSAO

O acréscimo de energia, por meio da dieta padrao de energia com a
suplementacdo de propilenoglicol, previne a ocorréncia de toxemia da gestacéo,
reduz a cetonemia no periparto de cabras leiteiras, por meio da inibicdo das vias
cetogénicas.

2.7. AGRADECIMENTOS
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3. CAPITULO 2

Communication

ASSOCIACAO DA CONCENTRAGCAO SERICA DE BETA-HIDROXIBUTIRATO E
ACIDOS GRAXOS LIVRES COM O PERFIL METABOLICO E A PRODUGCAO DE

LEITE DE CABRAS LEITEIRAS DURANTE PERIPARTO?

3.1. RESUMO SIMPLES

A cetonemia € um distarbio metabdlico que apresenta consequéncias na saude e
producédo dos ruminantes. As consequéncias metabdlicas de um unico aumento da
concentragao de beta-hidroxibutirato (BHB) parecem ser suficientes para modificar o
metabolismo, sobretudo o energético e a composicao do leite. Diante disso, o
monitoramento do metabolismo energético torna-se indispensavel, podendo ser
avaliado por meio dos valores de acidos graxos nao-esterificados e BHB em
rebanhos caprinos no periparto.

3.2. RESUMO

Objetivou-se avaliar o perfil bioquimico e suas correlagdes, em cabras leiteiras, com
cetonemia durante o periodo de transicao, bem como seus efeitos sobre a producéo
e a composicao do leite. Foram monitoradas 48 cabras leiteiras, a partir de 135 dias
de gestacao até 15 dias apds o parto. Foram realizadas colheitas de sangue, nos
dias 14, 10, 5 e 3 pré-parto, parto e 3, 5, 10 e 14 dias pds-parto. A partir dos
resultados obtidos, foi denominado grupo Cetose, ascabras com beta-hidroxibutirato
(BHB) = 0,8 mmol/L. E cabras com valores inferiores foram denominadas grupo
Saudavel. O perfil bioquimico foi composto pelos metabdlitos energéticos, proteicos
e enzimaticos. Apds o parto, foi medida a producao e a composi¢ao do leite nos dias
7, 14 e 21. Os parametros bioquimicos e a producéo de leite foram analisados por
meio de analise de variancia (ANOVA). Foi utilizada a anélise de correlagdo p de
Spearman para avaliar as relagbes entre a concentracdo de BHB e acidos graxos
livres (AGL) com os demais metabdlitos do sangue. Referente ao metabolismo
energético, cabras com cetose apresentaram maiores concentracdes de BHB
(p<0,001) e AGL (<0,001) e redugcdo das concentragdes de glicose (p<0,02),

2 Artigo formatado de acordo com as normas da revista Animals
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fosfatase alcalina (p<0,001) e colesterol (p<0,049) em relagcdo as cabras do grupo
Saudavel. Nao houve diferenga no metabolismo proteico entre os animais (p>0,05).
As cabras que apresentaram cetonemia tiveram acumulo de triglicerideos, no figado,
em grau moderado, enquanto cabras saudaveis apresentaram grau leve. O aumento
de BHB no sangue apresentou correlagcdo moderadamente forte e significativa com a
concentragao de AGL (r = 0,65, p<0,001) e creatinina (r = 0,62, p<0,001). O aumento
da concentragcdo de AGL também apresentou correlagdo moderadamente forte e
significativa com a concentracdo de BHB (r = 0,59, p = 0,0003) e correlacao fraca,
mas significativa, com a concentracao de proteina total (r = 0,44, p = 0,011). A
producédo leiteira foi semelhante entre as cabras. A composicao do leite foi
modificada em cabras com cetonemia ao longo do tempo. Conclui-se que o aumento
de BHB sérico ocorre concomitantemente a reducao da glicemia e da concentragcao
de colesterol e fosfatase alcalina. Além disso, conclui-se que o BHB e os AGL
podem, ambos, ser utilizados como ferramenta diagndstica do metabolismo
energético de cabras leiteiras, durante o periodo de transicao.

Palavras-chave: acidos graxos livres, cetose, metabolismo, perfil bioquimico.

3.3. INTRODUCAO

O aumento da concentracdo de corpos cetdnicos no sangue, sobretudo beta-
hidroxibutirato (BHB), € denominado cetonemia. Usualmente, em cabras leiteiras,
consideram-se os valores de acidos graxos livres (AGL) e BHB, obtidos em gado
leiteiro, para caracterizar perdas produtivas e de saude com o transtorno no pré-
parto (AGL = 0,3 — 0,5 e BHB = 0,6 — 0,8 mmol/L) e p6s-parto (AGL 20,7 — 1,0 e
BHB = 1,0 — 1,4 mmol/L)[1]. A denominagéo de cetonemia, na espécie caprina, pode
ser definida como toxemia da gestacdo quando o aumento de BHB ocorre no pré-
parto e cetose lactacional, quando ha aumento no pés-parto [2].

Comparando a toxemia da gestacdo e a cetose lactacional, a primeira foi
amplamente estudada em pequenos ruminantes, principalmente com objetivo de
prevenir, elucidar e tratar clinicamente este transtorno [3,4]. Foram relatados efeitos
na reproducdo, como a alta frequéncia de natimortos (62,5%) [4], na condicao
corporal, no desenvolvimento de mastite no estdgio inicial da lactagdo [5], alta
mortalidade perinatal das crias [6]. Porém, recentemente, estudos demonstraram

que ha maior frequéncia do transtorno ap6s o parto, semelhante ao que ocorre no
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gado leiteiro [2]. As consequéncias da cetonemia neste periodo, principalmente o
efeito de um unico evento sobre o metabolismo e indices produtivos em cabras
leiteiras foram pouco documentadas.

Em vacas leiteiras, 0 aumento da concentracdo de BHB no sangue
inicialmente promove a redugdo da glicose sanguinea e adaptagdo enddcrina tanto
no pré-parto quanto no pés-parto[7]. E, as consequéncias da elevagdo de BHB e
AGL séricos foram associadas como precedentes de outras doengas metabdlicas
como deslocamento de abomaso, metrite e retencao de placenta. Desta maneira, o
monitoramento do perfil metabdlico do sangue € a primeira etapa que deve ser
estabelecida para compreender como os disturbios subclinicos podem afetar as
fémeas durante o periparto [8]. Outras implicacées, como os efeitos sobre a
infiltracdo de gordura hepatica e os estoques de glicogénio neste tecido podem
ajudar a explicar as consequéncias metabdlicas deste transtorno [9].

Diante do exposto, objetivou-se avaliar o perfil sanguineo correspondente ao
metabolismo energético, proteico e enzimatico de cabras leiteiras que apresentaram
cetonemia (BHB > 0,8 mmol/L) durante o periparto, bem como seus efeitos sobre a
producédo leiteira, a fim de avaliar os impactos da cetose na espécie. Também
buscou-se elucidar a relagdo da cetonemia e a mobilizacdo de acidos graxos livres
(AGL) sobre os parametros bioquimicos para fins de utilizacdo da bioquimica clinica

como ferramenta auxiliar de diagndstico.

3.4. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais de Producdo (CEUAP) da Universidade Federal de Vigosa, sob
namero 21/2018 e o experimento foi conduzido de marco a junho de 2021, na
Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo (UEPE) em Caprinocultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.

Foram monitoradas 48 cabras leiteiras, entre a segunda e a terceira ordens
de parto, com gestacao simples ou gemelar, a partir de 135 dias de gestacao até 15
dias apds o parto. Durante este periodo, foram realizadas colheitas de sangue, as
7h00min, nos dias 14, 10, 5 e 3 pré-parto, e 3, 5, 10 e 14 dias po6s-parto. Por meio
de puncao da veia jugular, foi colhido sangue em tubo com ativador de codgulo
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(Vacuplast®, Cotia, Brasil) para as analises de BHB e demais metabdlitos, que serdo
descritos a seguir.

A partir dos resultados obtidos de BHB, foram observados 39 eventos de
cetonemia (BHB = 0,8 mmol/L), considerados animais cetéticos (Cetose, n= 17).
Esses dados foram contrapostos por seus pares similares, ou seja, mesma data
relativa ao parto e mesma dieta e suplementagao recebida, porém com valores de
BHB inferiores a 0,8 mmol/L, formando o grupo de animais saudaveis ou controle
(Saudavel, n =23). Os dados referentes aos animais com BHB = 0,8 mmol/L, mesmo
apresentando valores inferiores ao limiar em outros pontos de coletas, ndo foram
considerados para o grupo Saudavel. Desta maneira, 17 cabras foram
exclusivamente do grupo Cetose, ainda que tenham apresentado somente um
evento de cetonemia.

No mesmo dia da colheita de sangue para a analise de BHB, também foi
colhido sangue, em tubos vacutainer com fluoreto de sédio (Vacuplast®, Cotia,
Brasil) para analise de glicose. Além do BHB, a partir do soro, foram realizadas
analises de AGL, colesterol total, triglicerideos, ureia, albumina, proteinas totais
(PT), creatinina, fosfatase alcalina (FA), alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e gama glutamiltransferase (GGT). Todos os metabdlitos
foram analisados no Laboratério de Fisiologia e Reprodugdo Animal do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigcosa, em equipamento
automatico para bioquimica, , marca Mindray (Shenzen, China), modelo BS200E,
utilizando-se kits de determinacao da Bioclin: glicose (K082, Belo Horizonte, Brasil),
colesterol (K083), triglicerideos (k117), ureia (K056), albumina (K040), creatinina
(K067), PT (K031), FA (K224-2), ALT (K049), AST (K048) e GGT (K080-2) e da
Randox (AGL - FA115 e BHB- RB1007, Antrim, Reino Unido). A globulina foi
estimada por meio da subtracao da proteina total menos a albumina.

O manejo alimentar das cabras consistiu no fornecimento da dieta total,
previamente misturada, duas vezes ao dia, as 8h00min e as 15h00min, com ajuste
diario da quantidade ofertada para que as sobras representassem 15% do fornecido.
A dieta total foi composta por silagem de milho e concentrado a base de milho e
farelo de soja e foi formulada com a finalidade de atender as demandas nutricionais
de cabras em gestacao, considerando 55 kg de peso corporal médio, aos 145 dias
de gestacao, com prolificidade de 1,5 cabritos, com a seguinte composicao dietética:
matéria seca (MS) 445,2 g.kg' matéria natural (MN), proteina bruta (PB) 125 g.kg™
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MS, fibra em detergente neutro (FDN) 334 g.kg™' MS e energia metabolizavel (EM)
2,9 Mcal.kg' MS. Para cabras em lactacdo, foram considerados 55 kg de peso
corporal médio, produgao média de 2,5 kg de leite.dia™', até 30 dias de lactagéo, com
a composicao dietética a seguir: MS 436,4 g.kg™' MN, PB 188 g.kg' MS, FDN 351
g.kg' MS e EM 2,8 Mcal.kg' MS. As exigéncias de ambas as categorias animais
foram calculadas segundo o AFRC [10]. A partir do 135° dia de gestacao, 24 cabras
receberam suplementacao oral de propilenoglicol (90 mL/animal/dia) até o 15° dia
apoés o parto, acrescentando 0,408 Mcal/dia a EM da racao.

Apés o parto, as cabras foram ordenhadas duas vezes ao dia, as 6h30min e
as 14h00min, e a producao de leite foi registrada a cada sete dias, do sétimo ao 21°
dia pos-parto. Nos mesmos dias, foram colhidas amostras para analise da
composicao do leite (teores de lactose, gordura e proteina), em frasco de polietileno
com conservante bronopol, mantidas sob refrigeragéo (entre 2 e 6 °C) e enviadas
para analise no Laboratério de Qualidade do Leite do Centro Nacional de Pesquisa
de Gado de Leite (EMBRAPA — Gado de Leite), em Juiz de Fora, MG.

Para a quantificacdo de triglicerideos e glicogénio hepatico, amostras do
tecido hepatico foram coletadas dos grupos Cetose (n=10) e Saudavel (n=14). A
biopsia hepatica foi realizada por introdugdo de uma céanula com trocater no 12° ou
11° espaco intercostal, na altura da tuberosidade iliaca, ap6s aplicacédo de lidocaina
a 1%. A amostra de figado foi depositada em uma placa de Petri para limpeza de
coagulos e, posteriormente, armazenada em criotubos, a -20 °C, em botijao com
nitrogénio liquido, até a realizacao da quantificagao de triglicerideos e glicogénio.

A extracado dos triglicerideos do tecido hepatico foi realizada de acordo com o
método proposto por [11] e quantificados por meio de ensaio enzimatico
colorimétrico (K117, Bioclin®, Belo Horizonte, Brasil), conforme recomendagoes do
fabricante, em equipamento automatico para bioquimica, marca Mindray® (Shenzen,
China), modelo: BS200E. Para extracdo e quantificacao do glicogénio hepético, foi
utilizada a metodologia proposta por [12], com leitura modificada para microplaca,
em espectrofotdbmetro marca Thermo Fisher Scientific®, modelo Multiskan FC
(Vantaa, Finlandia), com comprimento de onda de 420 nm.

Os parametros bioquimicos e hepaticos e a producdo de leite foram

analisados conforme o modelo estatistico: Y;; = p+ C; +e;;, em que Y € a variavel

avaliada; y é a constante; C; é o efeito fixo da condigdo cetose e e; € 0 erro
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aleatorio, considerando efeito aleatério de animal. O efeito da condicdo cetose ou
saudavel foi analisado pelo teste F. Quando pertinente, as médias foram avaliadas
pelo teste de Tukey. Para a composicao do leite, os dados foram analisados como
medida repetida no tempo, considerando efeito aleatério de animal no tempo. Os
efeitos da condicao cetose, tempo e interacado cetose vs tempo foram analisados
pelo teste F. Previamente, os dados foram avaliados quanto a normalidade dos
residuos, pelo teste de Shapiro-Wilk e Bartllet, para verificar a homocedasticidade.
Para as varidveis que nao apresentaram normalidade, foram realizadas
transformacdes (logaritmica e BoxCox).

As correlagbes p de Spearman foram utilizadas para examinar as relagdes
entre a concentragdo de BHB (> 0,8 mmol/L) e AGL (pré-parto: > 0,3 mmol/L e p6s-
parto: > 0,7 mmol/L, [13] com os demais metabdlitos do sangue. Os valores de p
foram calculados por meio da aproximacgao t assintotica. Todos os procedimentos

foram realizados no software R.

3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periparto, as cabras leiteiras apresentaram aumento da
concentracéao de BHB no sangue, tanto no pré-parto (34%), quanto no parto (20%) e
no pés-parto (46%, Figura 1). Trabalhos realizados na ultima década, com cabras
leiteiras, demonstram aumento crescente dos casos de cetose (pés-parto) em
relacdo a toxemia da gestacdo (pré-parto), o que se deve, principalmente, ao
aumento da producao de leite, mérito genético, melhorias na nutricio e manejo
alimentar, proporcionando aumento expressivo da producdo logo nas primeiras
semanas apos o parto [14,15]. Desta maneira, sugerimos que a atencdo e o
monitoramento do metabolismo energético se estendam além do pré-parto, até o

inicio da lactacao de cabras leiteiras.
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Figura 1. Distribuicdo dos casos de cetonemia (B-hidroxibutirato = 0,8 mmol/L) em
cabras leiteiras, durante o periparto.

Concomitantemente ao aumento de BHB sérico, foram observadas reducéo
das concentracdes de glicose e colesterol e aumento da concentracdo de AGL em
relacdo as de cabras saudaveis, no mesmo periodo de coleta (Tabela 1). As
concentragdes de glicose sérica, em cabras com cetonemia, foram inferiores aos
limites preconizados (50-70 mg/dL)[16], enquanto as cabras saudaveis continuaram
normoglicémicas durante o periparto. No organismo dos ruminantes, a hipoglicemia,
durante o periodo de transigéo, ativa vias metabdlicas para reduzir o uso de glicose
pelo metabolismo celular adjacente. As vias catabdlicas do tecido adiposo
aumentam a mobilizagéo lipidica na forma de AGL para o figado, com a finalidade
de promover a utilizacao dos lipideos como fonte energética [17]. Desta maneira, ha
fluxo continuo de AGL, no hepatécito, os quais podem sofrer oxidagdo a acetil-CoA,
aumentando este intermediario na mitocondria, que pode ser redirecionado para
cetogénese, originando, principalmente, BHB[18]. Diante deste cenario, ha reducao
da sintese de colesterol hepatico, reduzindo a disponibilidade deste metabdlito no
sangue. O decréscimo da concentracdo de colesterol, em cabras leiteiras, foi
sugerido em razao da reducéo da sintese de lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL), no figado de ruminantes, com graus moderados de infiltragdo de lipideos
[18].
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Tabela 1. Perfil bioquimico do metabolismo energético de cabras leiteiras, com

cetonemia e saudaveis, durante o periparto

Metabdlito Cetonemia Saudavel EPM3 P-valor
Glicose' 48,4 54,52 1,27 0,020
BHB? 1,572 0,29° 0,13 <,0001
AGL? 0,642 0,12b 0,04 <,0001
Triglicerideos' 12,42 11,94 1,07 0,825
Colesterol’ 58,7° 66,52 1,68 0,049

a¢ | etras minusculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as colunas. ' mg/dL. 2
mmol/L, metabdlitos: BHB: beta-hidroxibutirato; AGL: acidos graxos nao-esterificados. 3 EPM: Erro
padrdo da média.

Em vacas leiteiras, anteriormente, foi relacionado o aumento da concentracéo
de BHB sérico com modificagbes no metabolismo proteico, provavelmente
associadas ao catabolismo muscular provocado pelo balango energético negativo e
balanco proteico negativo, a fim de disponibilizar substratos para gliconeogénese
hepatica [1,19]. Porém, as cabras leiteiras com cetonemia subclinica néo

apresentam alteragdes no metabolismo proteico (Tabela 2).

Tabela 2. Perfil bioquimico do metabolismo proteico de cabras leiteiras, com

cetonemia e saudaveis, durante o periparto

Metabdlito Cetonemia Saudavel EPM3 P-valor
Alobumina’ 2,28 2,35 0,04 0,476
PT! 5,22 5,22 0,11 0,980
Globulina' 2,89 2,71 0,11 0,572
Ureia? 29,66 24,28 1,83 0,229
Creatinina? 1,17 1,05 0,02 0,105

Tg/dL, metabdlito: PT: proteina total. 2 mg/dL. 3 EPM: Erro padrdo da média.

As cabras com cetonemia subclinica tiveram reducdo da concentragdo de FA
(Tabela 3), mas concentracdo semelhante as de cabras saudaveis para as outras
enzimas hepaticas. A atividade sérica da FA expressa pouco a fungao celular
hepatica, em ruminantes, sendo mais relacionada com sua presenca durante a

gestacdo, com a idade e infeccbes reprodutivas [20]. Nao foram encontradas
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relagdes, na literatura, entre casos de cetonemia subclinica e reducao da atividade
da FA. Ha alguns relatos com auséncia de efeito em vacas leiteiras cetoticas [21] ou,
ainda, aumento da atividade desta enzima no sangue [22].

Verificou-se que um Unico evento de cetonemia nao é suficiente para gerar
acumulo de triglicerideos no figado ou interferir no estoque de glicogénio hepatico
(Tabela 3). Nao houve correlacao das concentragdes de triglicerideos e glicogénio
hepatico com o aumento de BHB (r = 0,05 e r = 0,04, respectivamente, dados nao
apresentados). Em vacas leiteiras, a relacdo entre o conteudo hepatico e as
concentragdes sanguineas de BHB, esta relacionada com a intensidade e a duracao
do balancgo energético negativo [9] . Desta maneira, a baixa durag¢do, no caso de um
unico evento de cetonemia, pode nao ter sido suficiente para promover alteracoes

no tecido hepatico.

Tabela 3. Perfil hepatico de cabras leiteiras, com cetonemia e saudaveis, durante o

periparto
Metabdlito Cetonemia Saudavel EPM3 P-valor
FA' 24,0 40,4 2,16 <0,001
ALT! 12,2 11,4 0,40 0,477
AST! 81,8 80,2 3,41 0,844
GGT! 38,8 45,6 1,81 0,083
Glicogénio? 3,27 3,50 0,341 0,751
Triglicerideos? 6,15 4,70 0,990 0,242

ac | etras minlsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as colunas. 'U/L,
metabdlitos: FA: fosfatase alcaline; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase;

GGT: gama glutamiltransferase. 2 mg/g de figado. SEPM: Erro padrao da média.

O aumento de BHB no sangue apresentou correlagdo moderadamente forte e
significativa com a concentragdo de AGL (r? = 0,659, p <0,001) e creatinina (r* =
0,621, p <0,001). O aumento da concentracdo de AGL também apresentou
correlagdo moderadamente forte e significativa com a concentragdo de BHB (r’=
0,595, p=0,0003) e correlagdo fraca, mas significativa, com a concentracdo de
proteina total (r?=0,440, p=0,01, Tabela 4). O BHB ¢ o principal marcador do
metabolismo energético, enquanto a concentragdo de AGL no sangue reflete a
intensidade do balanco energético negativo, por meio da lipomobilizagcdo em vacas
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leiteiras [8,23]. De maneira semelhante, no presente trabalho demonstram-se que a
associagao das concentracées de AGL e BHB também é capaz de descrever a
mobilizagdo lipidica e a cetonemia em cabras leiteiras durante o periodo de
transicdo. Além disso, as correlacbes com os metabdlitos proteicos, creatinina e
proteina total, também demonstram que paraa espécie caprina ocorre mobilizagdo
proteica em conjunto com a mobilizagdo do tecido adiposo, com a finalidade de
disponibilizar aminoacidos glicogénicos para a sintese de glicose hepatica[24].
Esses resultados sao importantes, pois, por meio deles, ha possibilidade de predizer
e associar efeitos diretos da ma-adaptacdo ao balangco energético negativo em

cabras leiteiras, semelhante ao que ocorre em vacas leiteiras.

Tabela 4. Correlagdo de Spearman entre as concentragdes de BHB' e AGL? e os

metabolitos sanguineos de cabras leiteiras durante o periparto

BHB? AGL®

Variavel

Correlacdo P-valor Correlacdo P-valor
BHB 0,595 0,0003
AGL 0,659 <0,001
Glicose 0,049 0,768 0,049 0,788
Triglicerideos 0,261 0,113 0,020 0,912
Colesterol -0,162 0,328 0,108 0,553
Ureia 0,045 0,786 0,083 0,649
Proteinas totais 0,023 0,889 0,440 0,011
Creatinina 0,621 <0,001 -0,036 0,842
Albumina -0,089 0,592 0,340 0,056
FA’ 0,342 0,035 0,040 0,826
ALT® 0,062 0,708 0,193 0,289
AST# 0,199 0,230 0,196 0,280
GGT® -0,226 0,170 0,123 0,499

'BHB: beta-hidroxibutirato. Valores superiores a 0,8 mmol/L. 2AGL: 4cidos-graxos livres. Valores
superiores a 0,3 mmol/L no pré-parto e 0,7 mmol/L no pés-parto. ’FA: fosfatase alcalina.5ALT: alanina
aminotransferase. “AST: aspartato aminotransferase. 6§GGT: gama glutamiltransferase.

A producdo de leite das cabras nao foi modificada pelo aumento de BHB
sérico, embora tenha sido observada reducao de 25% na producao do grupo que
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teve pelo menos um evento de cetonemia em relagéo ao grupo saudavel (Tabela 5).
Porém, alguns componentes do leite, de interesse econdmico, apresentaram

interacao entre a cetose e dia (Tabela 5).

Tabela 5. Producdo e composi¢cao do leite de cabras leiteiras, com cetonemia e
saudaveis, durante o periparto

P-valor®
Variavel Cetonemia Saudavel EPM®
C D CwvsD

Producdo de

1,76 2,35 0,126 0,154 0,212 0,09
leite’
Gordura? 4,53 4,30 0,166 0,418 0,237 0,011
Proteina? 3,01 3,09 0,153 0,360 <0,001 0,069
Estrato

12,5 12,5 0,223 0,929 0,394 0,011
Seco?
Ureia3 14,7 15,1 0,949 0,974 0,207 0,026
CcCcs* 6074 4387 512,3 0,178 0,557 0,059

ac | etras minUsculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as colunas; 'kg.dia™'.
29.kg". 3 mg/dL. # 108 células/mL. ® EPM: Erro padrao da média. ¢ Probabilidade de efeitos: C= efeito
da cetose; Dia = efeito de dia; C vs D = efeito da interagao entre cetose e dia.

Cabras com cetonemia tiveram menor percentual de gordura no dia 7 em
relacdo aos dias 14 e 21 apds o parto (Figura 2a). Enquanto a concentragéo de ureia
foi maior no dia 7 em relacdo ao dia 21 também no grupo de animais que tiveram
cetonemia (Figura 2c). A proteina, independentemente do grupo, foi maior no dia 7
em relacdo aos dias 14 e 21 (Figura 2b).
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Figura 2. Composicdo do leite de cabras leiteiras, com cetonemia e saudavel,
durante o periparto.

O percentual de gordura no leite em cabras leiteiras com cetonemia, aumenta
de forma semelhante ao que ocorre em vacas leiteiras com cetose subclinica[25]. O
aumento do fluxo de acidos graxos provenientes da mobilizacdo do tecido adiposo,
nos casos de cetonemia, aumentam a sintese desse componente no leite[23]. Além
disso, 0 aumento de BHB e AGL no sangue pode reduzir o consumo alimentar,
reduzindo a ingestdo de proteina da ragao e, por sua vez, reduzir a concentragéo de
ureia no leite[26].

As consequéncias metabdlicas de um Unico evento de cetonemia parecem
ser suficientes para modificar 0 metabolismo energético e os componentes do leite.
Porém, seus efeitos parecem limitados ao acumulo de triglicerideos hepéticos e
producéo leiteira. Os dados apresentados nesse trabalho refletem as consequéncias
da cetonemia em caprinos leiteiros. E importante salientar que esses casos, apesar
de terem baixa significancia clinica e produtiva, podem evoluir para quadros mais
graves, causando prejuizos maiores relativos a morte do animal, custo veterinario,
tratamento e reducdo dos desempenhos produtivo e reprodutivo. Diante disso, o
monitoramento do metabolismo energético torna-se indispensavel, podendo ser

avaliado por meio dos valores de AGL e BHB em rebanhos caprinos.
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3.6. CONCLUSOES

Conclui-se que, em cabras leiteiras, o aumento de BHB sérico modifica o
metabolismo energético por meio da redugéo da glicemia, colesterol total e fosfatase
alcalina e da composicao do leite. Além disso, conclui-se que 0 aumento sérico de
BHB e AGL apresenta correlacdo moderada, podendo ambos ser utilizados como
ferramenta diagndstica do metabolismo energético de cabras leiteiras durante o

periparto.
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4. CAPITULO 3

SHORT COMMUNICATION: TECNICA DE BIOPSIA HEPATICA PARA ANALISES
DE TRIGLICERIDEOS E GLICOGENIO NO FIGADO DE CABRAS LEITEIRAS
GESTANTES E LACTANTES?

4.1. RESUMO

O objetivou-se, com este trabalho descrever a técnica de bidpsia hepatica em
cabras gestantes e lactantes, bem como a avaliacao dos teores hepaticos de
triglicerideos e glicogénio. Foram selecionadas 50 cabras leiteiras no terco final de
gestacao e inicio da lactacdo, caracterizadas quanto ao numero de fetos: gestacao
simples (n=16) e multipla (n=34); suplementacdo: suplementadas com
propilenoglicol (n=23) e sem suplementacao (n=27); e producgao: alta (3,0+0,4 L/dia,
n=15) e baixa (1,4+0,4 L/dia, n=26). As amostras de tecido hepético foram coletadas
por meio de bidpsia hepéatica, nos dias -30, -20, -15, -10, -5 e 15 dias em relag&o ao
parto para avaliagdo do conteudo de triglicerideos e glicogénio. A producéo de leite
foi registrada nas duas primeiras semanas apds o0 parto. As concentracdoes de
triglicerideos e glicogénio, no figado, foram analisadas por meio de modelo
matematico e os fatores producédo de leite, nUmero de fetos, dias em relagdo ao
parto e suplementacdo foram avaliados estatisticamente pelo teste F a 5% de
significAncia. Ap6s o monitoramento de 24 horas, nenhuma cabra apresentou
complicacdes clinicas apds a coleta de tecido hepatico, retornando ao consumo
alimentar em até oito horas ap6s o procedimento. A concentracdo de glicogénio
hepatico foi menor 15 dias apds o parto em relacao ao pré-parto, exceto ao dia -20.
As cabras com alta producdo leiteira apresentaram menor concentracao de
triglicerideos em relacéo as cabras de baixa producado. Porém a concentracdo de
glicogénio hepatico foi semelhante entre os niveis de produg¢do. Os conteddos de
triglicerideos e glicogénio nédo foram influenciados pelo tipo de gestacdo e o
fornecimento de propilenoglicol. Conclui-se que a bidpsia € um método seguro para
obtencao de tecido e avaliacdo do conteudo hepatico de cabras leiteiras no terco
final da gestagao e inicio da lactacao, e o nivel produtivo e os dias em relagéo ao

3 Artigo formatado de acordo com as normas da revista Journal of Dairy Science.
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parto influenciam respectivamente as concentragoes de triglicerideo e glicogénio no
figado.

Palavras-chave: gestacao, glicogénio, producéao de leite, triglicerideos.

4.2. SHORT COMMUNICATION

A biopsia hepatica € uma técnica minimamente invasiva para avaliagéo
hepatica, utilizada nas espécies de produgéo, principalmente em bovinos leiteiros
(Duplessis et al., 2020). A técnica, baseada no corte do figado com trocater simples
e aspiracao, foi inicialmente publicada por (lversen e Roholm, 1939), para
amostragem de figado em humanos, e adaptada para bovinos por (Lamothe et al.,
1969). Para a espécie caprina, a técnica também foi anteriormente descrita, por Van
den Top et al. (1995), para avaliacdo do efeito da restricdo alimentar nas
concentracdes de triglicerideos e glicogénio, porém, de forma limitada e pouco
instrutiva.

O figado desempenha papel fundamental para uma transicdo bem-sucedida
entre o periodo de gestacao e inicio de lactacdo, em ruminantes. Uma transicao de
sucesso ocorre quando ha equilibrio entre o influxo de acidos graxos e a sua
oxidacdo ou exportacdo pelo tecido hepatico (Sordillo e Raphael, 2013). O
desequilibrio entre esses fatores leva ao armazenamento de &cidos graxos no tecido
hepético por meio da sua reesterificagdo na forma de triacilglicerol (Grummer, 1993).
O acumulo de triacilglicerol hepéatico pode ser acompanhado pela reducdo da
concentragdo de glicogénio hepético, indicando ocorréncia de transtornos
metabdlicos (Bobe et al., 2004).

Trabalhos anteriores demonstraram que alguns fatores aumentam a
predisposicao para a ocorréncia de transtornos metabdlicos em cabras leiteiras,
como o periodo de transicao (Brozos et al., 2011; Zamuner et al., 2020b), 0 nimero
de fetos (Doré et al, 2015), a producédo leiteira (Zamuner et al., 2020a) e a
alimentacao (Brozos et al., 2011). De maneira geral, esses fatores podem aumentar
ou reduzir o influxo de triglicerideos no figado. Porém, a relacao desses fatores com
as concentragdes de triglicerideos e glicogénio nao foi investigada anteriormente em

cabras leiteiras.
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Desta maneira, os objetivos com este trabalho foram descrever a técnica de
biopsia hepéatica em cabras gestantes e lactantes, bem como avaliar os teores
hepaticos de triglicerideos e glicogénio, em cabras leiteiras no terco final de
gestacao e inicio da lactacdo e sua relacdo com a producao de leite, 0 numero de
fetos e suplementacdo com precursor gliconeogénico.

Foram selecionadas 50 cabras leiteiras, com peso meédio inicial de 55 kg e
com gestacao simples (n=16) e gemelar (n=34). As cabras foram mantidas em baias
individuais do 120° dia de gestacao até o 15° dia apds o parto, com livre acesso a
alimentacdo, agua e sal mineral. A partir de 135° dia de gestacdo, 23 cabras
receberam suplementacao oral diaria de propilenoglicol (90 mL/animal/dia) até o 15°
dia ap6s o parto, acrescentando 0,408 Mcal/dia a energia metabolizavel (EM) da
racao.

A dieta total foi composta por silagem de milho e concentrado a base de milho
e farelo de soja e foi formulada com a finalidade de atender as demandas
nutricionais de cabras em gestacao, considerando 55 kg de peso corporal médio,
aos 145 dias de gestacdao, com prolificidade de 1,5 cabritos, com composi¢ao
dietética: matéria seca (MS) 445,2 g.kg™' matéria natural, proteina bruta (PB) 125
g.kg' MS, fibra em detergente neutro (FDN) 334 g.kg' MS e energia metabolizavel
(EM) 2,9 Mcal.kg™' MS. Para cabras em lactagéo, foram considerados 55 kg de peso
corporal médio, produgdo média de 2,5 kg de leite.dia' até 30 dias de lactagdo, com
composicao dietética: MS 436,4 g.kg' matéria natural, PB 188 g.kg' MS, FDN 351
g.kg' MS e EM 2,8 Mcal.kg' MS. As exigéncias de ambas as categorias animais
foram calculadas segundo o (AFRC, 1993).

Apés o parto, as cabras foram ordenhadas duas vezes ao dia, as 6h30min e
as 14h30min, e a producao de leite foi registrada a cada sete dias, durante as duas
primeiras semanas. Nove cabras nao tiveram seus dados de produgéo registrados.
A partir dos dados, foi realizada a média de producao de leite por animal e, entdo, as
cabras foram divididas em alta producdo (médiatdesvio padrao, 3,0+0,4
litros/animal/dia, n=15) e baixa producao (1,4+0,4 litros/animal/dia, n=26).

A amostragem de tecido hepatico foi Unica de cada animal, durante todo o
periodo experimental. As coletas foram realizadas nos dias -30 (n = 7), -20 (n = 6), -
15 (n=7), -10 (n = 10), -5 (n = 7) e 15 (n = 13) dias em relagdo ao parto,
considerando dia 0 como o dia do parto, por meio de bidpsia hepatica. Previamente
ao procedimento, as cabras foram alimentadas com a dieta basal. A bidpsia hepatica
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foi realizada as 9h00min, apds as cabras serem alocadas em uma plataforma de
contengdo, permanecendo em estagcdo. Foram aplicados 10 mL de lidocaina a 1%,
no local da incisdo, no 12° ou 11° espaco intercostal, na altura da tuberosidade
iliaca, cerca de 10 cm abaixo dos processos transversos vertebrais (Figura 1a). A
aplicacdo do anestésico foi colocada superficial e profundamente na camada
muscular, para anestesiar completamente a area da incisdo. Uma canula para
biépsia de medula 6ssea com trocater pontiagudo modelo PICKUP n? PJT1115
(11GA x 15 cm, Delebio, Itélia), solido e retratil foi introduzida cerca de 45° no
sentido cranio-ventral (Figura 1b), através de pequena incisédo de pele (0,3 cm), apds
tricotomia e higienizagdo da area com alcool 70%. A canula com trocater foi
introduzida no parénquima hepéatico, por trés a quatro centimetros. O trocater foi
removido e a canula foi acoplada uma seringa para tracao do tecido. Nesta etapa,
realizou-se um movimento sutil de recuo e avanco da ponta da céanula em sentido
obliquo, em direcao a porgcéao distal do umero. A amostra de figado foi depositada
em uma placa de Petri para limpeza de coagulos e, posteriormente, transferida com
auxilio de pinga para criotubos e armazenada em nitrogénio liquido até analises.

ApGs a bidpsia, foram aplicados 0,2 g/kg de peso vivo de oxitetraciclina

intramuscular e pomada cicatrizante no local da incisdo, em cada animal.

Figura 1. Biépsia hepatica em caprinos leiteiros. Animal disposto em estacédo. A)
visao latero-lateral do local da incisdo. Linha tracada entre a tuberosidade iliaca (Tl)
e a regidao média do umero (U), cerca de 10 cm abaixo dos processos transversos
no 12° ou 11° espacgo intercostal (El). B) Visdo cranio-ventral obliqua da
angulosidade do trocater durante bidpsia hepatica.
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A extragao dos triglicerideos do tecido hepatico foi realizada de acordo com o
método proposto por (Folch et al., 1957) e foram quantificados por meio de ensaio
enzimatico colorimétrico (K117, Bioclin®, Belo Horizonte, Brasil), conforme
recomendagdes do fabricante, em equipamento automatico para bioquimica, marca
Mindray® (Shenzen, China), modelo: BS200E. Para extragdo e quantificacdo do
glicogénio hepatico, foi utilizada a metodologia proposta por (Carroll et al., 1955),
com leitura modificada para microplaca, em espectrofotometro marca Thermo Fisher
Scientific®, modelo Multiskan FC (Vantaa, Finlandia), com comprimento de onda de
420 nm.

As concentracdes de triglicerideos e glicogénio, no figado, foram analisadas
de acordo com o modelo matematico:

Yiikimn = u+ PL; + NF; + A + My + &;j1;

em que:

Y é a variavel resposta; 4 € a média geral; PL é o efeito fixo de producao de
leite; NF é o efeito fixo do numero de fetos em gestacao; A é o efeito fixo do tipo de
alimentacgao; M é o efeito fixo do momento de coleta em relacéo ao parto e € € o erro
aleatério. Os fatores foram avaliados pelo teste F a 5% de significancia. Antes da
analise final, a normalidade dos residuos foi testada por meio do teste de Shapiro-
Wilk. Todas os procedimentos estatisticos foram realizados no software R.

Os animais foram monitorados 24 horas apdés a coleta. Nenhuma cabra
apresentou complicacdes clinicas e alteracdo comportamental visivel apds a coleta
de tecido hepatico. Ap6s o procedimento, alguns animais retomaram a ingestao de
alimentos imediatamente, enquanto outros voltaram a consumir somente apos a
segunda oferta de alimentos do dia, por volta das 14h00min. Nao foi registrada
reducado de peso dos animais que tiveram amostra de figado coletada pela técnica
de bidpsia (dados ndo apresentados). Com a técnica, foi possivel a coleta de 400
mg de figado, em média, permitindo a avalicdo das concentracdes de triglicerideos e
glicogénio hepaticos.

Em relagéo ao tercgo final da gestagéo e inicio da lactagédo, a concentragéao de
glicogénio hepatico foi menor 15 dias apés o parto em relacdo ao pré-parto,
excetuando-se o dia -20 (Figura 2). Ja a concentracdo de triglicerideos foi
semelhante durante o pré-parto e o poés-parto (Figura 2). Portanto, sugere-se que
cabras leiteiras bem alimentadas passam pelo periodo de transicdo sem aumentar a
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infiltracao de lipideos no figado e que a redugao da concentracao de glicogénio, no
pos-parto, pode estar associada com a lactagdo. Resultados semelhantes foram
observados por (Van den Top et al.,, 1995), em cabras leiteiras com livre acesso a
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Figura 2. Analise hepatica das concentracbes de triglicerideos e glicogénio em

cabras leiteiras, durante o terco final da gestagdo e inicio da lactacdo. As letras
indicam diferenca estatistica (p=0,010) entre os dias dentro da variavel glicogénio.

Cabras com alta producdo leiteira (médiatdesvio padrao, 3,0+0,4
litros/animal/dia) apresentaram menor concentracdo de triglicerideos (6,7 mg/g de
tecido hepatico) em relagdo a concentracdo de triglicerideos (8,8 mg/g de tecido
hepético) de cabras com baixa producao (1,4+0,4 litros/animal/dia), enquanto a
concentracao de glicogénio hepatico foi similar entre os niveis de producao (Figura
3). De forma semelhante, em vacas leiteiras, foi observado que a infiltracdo de
gordura superior a 9,5% de tecido hepatico, reduz a producdo de leite de forma
significativa, devido ao dano potencial da infiltracdo de gordura no hepatécito, que,
por sua vez, reduz a capacidade hepatica de conversao de propionato em glicose de
transformacdo de amébnia em ureia (Bobe et al, 2004), diminuindo

consequentemente 0s componentes para sintese do leite. Porém, quando a
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infiltracdo é menor que 7,5% de tecido hepatico, ndo é observado prejuizo no
desempenho animal (Arshad e Santos, 2022).

)
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Figura 3. Analise hepatica das concentragbes de triglicerideos e glicogénio em
cabras leiteiras com alta producédo (3,0+0,4 litros/dia) e baixa producao (1,4+0,4

litros/dia). As letras diferentes indicam diferenca estatistica (p=0,042) para a variavel
triglicerideos.

As concentragdes de triglicerideos e glicogénio no figado nao foram afetadas
pelo numero de fetos e pela suplementagao de propilenoglicol (Tabela 1).

Tabela 1. Concentragbes de triglicerideos (médiatdesvio) e glicogénio
(médiatdesvio) e em cabras leiteiras de acordo com o numero de fetos e
suplementacao alimentar

Variavel Triglicerideos Glicogénio

Numero de fetos

Simples 7,914,6 4,36+1,8
Gemelar 9,145,2 4,36+2,1
P-valor 0,615 0,669
Alimentag&o

Padrao 8,016,0 4,4+3.4
Propilenoglicol 9,31+4,9 4,519
P-valor 0,422 0,919

As cabras com gestagdes simples e gemelar apresentaram concentracées de
triglicerideos e glicogénio hepaticos semelhantes (Tabela 1). Esperava-se que as
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cabras com gestacdo gemelar apresentassem maior acumulo de triglicerideos no
figado devido ao fluxo de lipideos para o figado aumentado pela exigéncia
nutricional pelo Utero gravidico para a manutencdo da gestacdo (Brozos et al.,
2011). Doré et al. (2015), verificaram que o aumento acentuado na exigéncia pelo
utero gravidico € observado quando o numero de fetos € superior a 3
cabritos/gestacdo, enquanto a mobilizacdo das reservas corporais aconteceu de
forma similar em gestacdes de um feto e dois fetos. Desta maneira, os resultados
aqui apresentados sao corroborados por esses autores.

Em relagdo a suplementagdo com propilenoglicol, apesar deste composto
promover a reducdo do fluxo de &cidos graxos por meio do aumento da
disponibilidade de glicose para os tecidos (Nielsen e Ingvartsen, 2004; Zhang et al.,
2020), nao foram observadas diferencas nas concentracbes de triglicerideos e
glicogénio (Tabela 1). Provavelmente, a dieta utilizada foi suficiente para manter o
equilibrio energético durante as mudancgas fisiolégicas exigidas pelo periodo,
reduzindo a mobilizacéao lipidica, mesmo sem a adicao de propilenoglicol.

Em vacas leiteiras o conteudo hepatico foi amplamente analisado em estudos
nutricionais e metabdlicos (Bobe et al. 2004, Arshad e Santos, 2022). Nesta espécie,
0 aumento da concentracdo de triglicerideos hepaticos foi associado a reducéo da
saude, producgéo de leite desempenho reprodutivo. Essas associagdes incentivaram
pesquisas mais profundas sobre o status hepatico nesta espécie. Apesar da
intensificacdo da producao leiteira em caprinos (Miller e Lu, 2019), esse é o primeiro
relato da associacéo de fatores produtivos e conteudo hepatico em cabras gestantes
e lactantes.

Conclui-se que a bidpsia é um método seguro para obtencdo d tecido
hepatico de cabras leiteiras durante o terco final de gestacao e inicio de lactacao.
Por meio da técnica, é possivel avaliar as concentracées de metabdlitos presentes
no figado. As concentracdes de triglicerideos e glicogénio, ndao sdo afetadas em
gestacdes simples ou gemelares e pela alimentacdo. Porém, a concentracdo de
triglicerideos é menor em cabras leiteiras com producdo de leite superior a trés
litros/dia e a concentracdo de glicogénio € reduzida no pds-parto.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Conclui-se que:

A combinagédo da dieta padrdao de energia com a suplementagédo de
propilenoglicol reduz o risco de ocorrer cetonemia e reduz a

cetogénese;

O aumento de Dbeta-hidroxibutirato  sérico, apresenta-se
concomitantemente com a redugéo de glicemia, colesterol e fosfatase

alcalina;

A bidpsia € um método seguro para obtencéo de tecido hepatico em
cabras e o nivel produtivo e os dias em relagdo ao parto influenciam
respectivamente as concentragdes de triglicerideos e glicogénio no
figado.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Propilenoglicol ou dieta de alta densidade energética na
prevengio de toxemia da gestagio em cabras leiteiras”, protocolo n® 021/2018, sob a responsabilidade de
Cristinn Mattos Veloso - que envolve a produgiio, manutengio e/ou utihizacio de animais pertencentes no filo
chordata, subfilo vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
acordo com os precertos da lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Expenmentagio Animal (CONCEA), ¢ foi
apreciado pela Comissio de Etica no Uso de Animais de Produgio da Universidade Federal de Vigosa (CEUAP-
UFV) em reunido de 18 de dezembro de 2020,

Fialidade: ( X )Pesquisa ( JEnsino Vigéncia do Projeto: de 10 de janeiro de 2021 a 31 de Jul de 2021
Espécie/linhagem: Cabra (Capra hircus) N de amimas; 160

Peso: 35 Kg o 48 Kg  Idade: Recém nascido a 02 a 3 anos  Sexo: Macho/Fémea  Ongem: Setor de
Caprinocultura/DZO/UFV - ONPJ/CPF: 25.944.455/0001-96

CERTIFICATE

We certify that the project entitled "Propylene glyeol or high energy density diet in the prevention of
pregnancy toxemia in dairy goats'", protocol n” 021/2018. under the responsibility of Cristina Mattos Veloso -
which involves the production. maintenance and/or use of animals belonging to the phylum chordata. subphyfum
vertebrata {except man). for scientific research purposes (or education) - 1s in accordance with the law n®, 11.794,
of October 8, 2008, Decree n®. 6899 of July 15, 2009, and the rules issued by the Brazilian National Council for
Ammal Expennmentation Control (CONCEA), and was approved by the Ethics Commussion on the use of farm
animals of Universidade Federal de Vigosa (CEUAP-UFV) in 1ts meeting on Dec. 18th, 2020.

Finahtv: { X )Research ( )Education

Duration of the Project: from Jan. 10th, 2021 to Jul. 31th, 2021

Species | strain: Goat (Capra hircus) N” of anmimals: 160

Weight: 3,5 Kg a 48 Kg  Age: born to 02 to 03 years Sex: Male/Female Source: Setor de
Caprinocultura/DZO/UFV - CONPJ/CPF: 25.944.455/0001-96
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Coordenadora da CEUAP/UFV



	TESE
	ficha-catalografica-202307261006101350.pdf
	71436cef8511df209480a84b1bffd7469912dce78bc531039b531079688b949b.pdf
	TESE

