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Resumo

WESCHENFELDER, Marina Menoncin. Metabolismo energético, resisténcia a
insulina e producdo de leite durante o periparto de vacas leiteiras com
diferentes concentragcdes de bPL 2013. 40f.Dissertacédo (Mestrado). Programa de
Pos-Graduacao em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O bPL é um peptideo que atua facilitando a entrada e utilizagdo de nutrientes para o
feto, provocando RI gestacional transitéria. A hipotese deste trabalho € que vacas
com maiores concentracées de bPL e IGF-I durante o pré-parto, apresentam maior
balanco energético negativo durante o pos-parto e Rl mais intensa para 0 mesmo
periodo. Este estudo tem por objetivo determinar os efeitos de diferentes
concentracfes de bPL pré-parto sobre a lipomobilizacdo, resisténcia a insulina,
concentracfes de IGF-1 e producdo de leite durante o pds-parto de vacas leiteiras.
Foram utilizadas 20 vacas, multiparas, da raca Holandés, manejadas do dia -21 pré-
parto até os 28 dias pds-parto. As vacas foram divididas em 3 grupos de acordo com
as concentracgdes plasmaticas de bPL, onde BAIXO < 2,29 ng/mL (n = 6), MED > 2,3
ng/mL e <25 ng/mL (n =7) e ALTO> 2,51 ng/mL (n = 7) e foram avaliadas quanto
as concentragbes de IGF-1 e NEFA, bem como producéo de leite, ECC e peso,
semanalmente. Todos os animais foram submetidos ao TTGSI nos dias -9 e +9
relativos ao parto, e avaliadas quanto a sensibilidade a insulina. Foi observada
diferenca entre os grupos quanto as concentracoes de bPL (P = 0,0001) e IGF-I (P =
0,0002) durante o pré parto e producéo de leite até os 46 DEL (P = 0,02). Conclui-se
gue o bPL néo atua na lipdlise pds-parto, nem na regulacdo das concentracdes de
IGF-I, entretanto, no entanto, apresenta efeito positivo na producdo de leite pos-

parto.

Palavras-chave: Balanco energético. Competicdo de receptores. Periodo de
transi¢cao. Resisténcia a insulina. TTGSI.



Abstract

WESCHENFELDER, Marina Menoncin. Metabolismo energético, resisténcia a
insulina e producdo de leite durante o periparto de vacas leiteiras com
diferentes concentragcdes de bPL 2013. 40f.Dissertacédo (Mestrado). Programa de
Pos-Graduacao em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The bovine placental lactogen (bPL) acts favoring the entry and utilization of nutrients
to the fetus through transient insulin resistance and also can have an indirect controll
of lipolysis during prepartum via IGFs. The hypothesis of this study was that cows
with great bPL and IGF-I concentration during the prepartum, has high NEB during
postpartum period and higher insulin resistance to the same period. The aim of this
experiment was determine the effects of different bPL concentrations on serum IGF-I
and lipid mobilization, insulin resistance and milk yield in dairy cows. Twenty Holstein
dairy cows on the third lactation, producing 30.65+8.2 L at 46 DIM and 658.10+89,2
Kg of live weight were used in this study at -21d until 28d related to calving. The IGF-
| and NEFA serum concentration were evaluated. The cows were divided in three
groups from their bPL concentration (LOW< 2.29ng/mL (n= 6), MED > 2.3 ng/mL e <
2.5 ng/mL (n=7) e UP> 2.51 ng/mL (n= 7)). The data of BCS, milk yield and body
weight were weekly evaluated. All animals were subjected to TTG on -9d and +9d
relatives to calving day. Difference was observed on bPL (P = 0.0001) and IGF-I (P
= 0.0002) levels between groups on prepartum period. During TTG was observed
insulin AUC (t60-150) higher (P = 0.04) in LOW group compared with MED and UP.
UP group have higher (P = 0.02) milk yield than MED group. It was concluded that
bPL does not have any direct effect on lipolysis during the postpartum period, also it
does not have any direct effect on synthesis of IGF-I levels, as well as it has positive

effects on milk production and higher insulin sensibility.

Keywords: Energy balance. Insulin resistance. Transition period. TTGSI.



Lista de Figuras

Figural Producédo de leite (litros) durante os primeiros 46 dias pOs-parto das vacas
dos grupos ALTO, MED e BAIXO (P =0,06). ...cccovvvrriiiiieeeeeeeeeeiicee e 35

Figura 2 Peso (kg) e Escore de Condigcéao Corporal (ECC) das vacas dos grupos
ALTO, MED e BAIXO durante todo o periodo experimental (P > 0,05). ...35

Figura 3 Concentracdes plasmaticas de NEFA (mEg/mL) das vacas dos grupos
ALTO, MED e BAIXO durante todo o periodo experimental (P > 0,05). ...36



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Lista de Tabelas

Concentragdes plasmaticas de bPL (ng/mL) durante o periodo pré
Parto de VACAS IEITEINAS .......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 33

Concentracgfes plasmaticas de IGF-1 (ng/mL) durante o periodo pré
parto de Vacas |EITEINAS. .........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 33

Médias e erro padrdo para cada parametro avaliado durante o TTGSI
das vacas dos grupos ALTO, MED e BAIXO durante o teste pré e pos-



Lista de Abreviaturas

ALTO - Grupo Altas concentracfes de lactogénio placentario

BAIXO - Grupo Baixo concentracdes de lactogénio placentério

BEM - Balanco energético negativo

BHBA - Betahidroxi butirato

DEL - Dias em lactacao

ECC - Escore de condig&o corporal

GH - Hormonio do crescimento, do inglés, growth hormone

GHRI1A - Receptor 1A para horménio do crescimento

IGFs - Fator de crescimento semelhante a insulina, do inglés, insulin-like growth fator
IGF-IR - Receptor de IGF-I

IMS - Ingestao de matéria seca

MED - Grupo Médio concentracdes de lactogénio placentario

NEFA - Acidos graxos néo esterificados, do inglés, non sterified fatty acids
PL/ bPL - Lactogénio placentario bovino

PRL - Prolactina

RI - Resisténcia a insulina

TTGSI - Teste de tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina



SUMARIO

LINTRODUGAOD ...ttt ettt ettt et e st 10
2 OBJIETIVOS ...ttt ettt n st n e 14
2.1 ODJELIVO QEIAI.... e eieiiiiiiiietetee ettt 14
2.2 ODbjetivoSs ESPECITICOS ...cceiiiiiiiiiiiiie e 14
BARTIGO ..ottt ettt ettt n e s 15
A CONCLUSAO GERAL ...t 37
REFERENCIAS ...ttt ettt nea, 38

ANEXO A: Normas para publicacédo na revista The Veterinary Journal ... Erro!

Indicador ndo definido.



1 INTRODUCAO

Durante o periparto, o organismo das vacas leiteiras € exposto a mudancas
metabolicas caracterizadas pela excessiva demanda energética provocada pelo final
da gestacdo e inicio da lactacdo (INGVARSTEN e ANDERSEN, 2000).Somada a
baixa captacdo de energia por parte da diminuicdo da ingestdo de matéria seca
(IMS), o que lhes proporciona a ocorréncia do balanco energético negativo (BEN)
(DRACKLEY, 1999). O BEN presente no inicio da lactagdo é acompanhado da
resisténcia periférica a insulina (RI), principalmente nos tecidos adiposo e musculo
esquelético. Neste periodo, a Rl atua como mecanismo poupador de nutrientes dos
tecidos, os quais sdo redirecionados a glandula mamaria potencializando a producao
de leite (BAUMAN e GRIINARI, 2000; MOHAMED et al., 2004). Os tecidos fetais
desempenham um papel semelhante ao da glandula mamaria, porém, em um
processo insulino-independente captando glicose (HAYIRLI, 2006) e melhorando o
aporte energético ao crescimento do feto e inicio da producao de leite (LEE et al.,
2012).

O consumo de dietas ricas em energia provoca reducdo da sensibilidade a
insulina, que se caracteriza pela diminuicdo da entrada de glicose na célula. De
acordo com Janovick e Drackley (2010), vacas que recebem dietas pré-parto com
grande densidade energética ganham maior condi¢cdo corporal (ECC) durante o
mesmo periodo e também perdem mais ECC no pés-parto durante mais tempo que
vacas alimentadas com dietas menos energéticas. Segundo Roche (2009), embora
as reservas proteicas e minerais também sejam utilizadas pelo metabolismo da vaca
durante o inicio da lactagdo, a mais importante reserva presente no organismo é o
tecido adiposo. Durante a adaptacdo desse processo, hormonios estimulam o tecido
adiposo alterando as condi¢coes de lipdlise e reesterificacdo dos acidos graxos
mobilizados sob a forma de acidos graxos nao esterificados (NEFA) durante o BEN

favorecendo a manutencgéo do equilibrio energético (BAUMAN e CURRIE, 1980).
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Embora a mobilizagdo de NEFA durante o poés-parto recente seja uma
maneira do organismo utilizar suas préprias reservas de energia, Drackley (1999)
ressalta que a excessiva mobilizacdo de gordura em direcdo ao figado esta
diretamente relacionada com o aumento da incidéncia de enfermidades metabdlicas
durante o periparto. Dentre as principais doencas relacionadas a este processo,
podemos citar a cetose (GONZALEZ et al.,2011) e a infiltracdo gordurosa no figado
(BOBE et al., 2004). A reducdo da IMS é um fator crucial relacionado com a
ocorréncia de lipidose hepéatica em vacas leiteiras, pois 0 BEN, situacdes de stress e
alteragcbes hormonais sdo outros fatores de risco relacionados a ocorréncia de
figado gordo (BOBE et al., 2004).

A RI tem sido apontada como fator etiolégico associado para o
desenvolvimento da diabetes tipo Il em humanos e animais. Porém, ao longo dos
anos, passou a ser estudada associada a outras patologias como o risco de doenca
cardiovascular, obesidade e hipertensdo em humanos (SINAIKO e CAPRIO, 2012).
A RI é um fendbmeno metabdlico multifatorial caracterizado por acidose metabdlica,
hiperglicemia, intolerancia a glicose, glicosuria, cetonemia, cetondria, diurese,
hipovolemia, transtornos hidricos, depressédo do sistema nervoso central e choque
(STOLAR e CHILTON, 2003). A manifestacdo mais comum em ruminantes é o
desenvolvimento de quadros clinicos de cetose e lipidose hepatica (DRACKLEY et
al., 1992). Os fatores que causam resisténcia em humanos sdo semelhantes ao que
predispdem as vacas leiterias a este evento metabdlico, entre eles, podemos citar
gestacdo avancada, obesidade, hiperinsulinemia, alimentacdo com alto teor de
energia e atuacdo de outros horménios (HAYIRLI, 2006), entre eles horménios
associados a prenhez (FENG et al., 2009;FUGLSANG e OVESEN, 2006).

As fémeas dos mamiferos desenvolvem RI durante a gestacdo devido ao
aumento da necessidade energética durante o periparto, destinadas ao crescimento
fetal e lactacdo (HOSSNER et al.,, 1997). Vacas de leite em especial, as de alta
producdo, podem ter a Rl agravada durante esse periodo em fungdo do seu mérito
genético, o que implica no prolongamento do BEN durante o pés-parto (BUTLER et
al.,, 2003). A intensidade deste evento metabdlico no periodo proximo ao parto

possui forte influéncia na condicdo metabdlica do pds-parto recente e nos
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parametros reprodutivos (LEE et al., 2012). Bauman e Currie (1980) demonstram
que durante o final da gestacdo, os requerimentos nutricionais de uma vaca prenhe
aumentam em 75% quando comparada com uma vaca nao prenhe.

Estes mesmos autores acrescentam que, nos primeiros 7 meses de
gestacado, os tecidos fetais ganham 40% do seu peso final e a distribuicdo de
nutrientes ocorre entre 0s requerimentos de mantenca da mae e o aporte ao
concepto (BAUMAN e CURRIE,1980). No entanto, nos ultimos 2 meses de gestacéo,
esta competicdo por nutrientes aumenta e, além de o feto ganhar 60% do seu
peso neste periodo, a glandula mamaria necessita nutrientes para produzir o
equivalente a 6 kg de leite/dia para garantir o bom desenvolvimento do tecido para
a proxima lactacdo (BAUMAN e CURRIE, 1980).

Bazer (1975) sugere que a distribuicdo dos nutrientes durante a gestacao
ocorre em funcdo das concentragbes do horménio lactogénio placentario (PL). Em
ensaios in vitro, essa distribuicdo ocorre quando o bPL se liga ao epitélio glandular
endometrial, aumentando a densidade das glandulas uterinas e a expressdo da
proteina do leite (NOEL et al., 2003). Porém, in vivo, este mecanismo depende do
meio em que o0 hormdOnio se encontra e de sua exposicdo a outros fatores
relacionados ao reconhecimento da prenhez (AKERS, 2006).

O PL é um peptideo da familia do horménio do crescimento (GH) e da
prolactina (PRL) (BRELJE et al., 1993). E produzido nas células binucleadas da
placenta e tem sido muito investigado devido a sua potencial agdo no aumento da
produtividade tanto de carne como de leite em vacas (ALVAREZ-OXILEY et al.,
2008). O bPL interage tanto com o receptor da PRL (PRL-R), quanto com o do
GH(GHR) (GERTLER e DJIANE, 2002). Em um estudo, Soares, 2004, sugere que 0
bPL possui dupla-acdo agonista para PRL-R e GHR, sinalizando vias e sugerindo
que ambos possuam 0 mesmo sistema receptor para PL.

As principais fungdes do bPL s&o estimular a sintese de DNA no tecido
mamario e regular a distribuicAo de nutrientes para suprir o crescimento fetal
(HOSSNER et al., 1997). O bPL circula no soro materno em concentracdes inferiores a
5 ng/mL (HOSSNER et al., 1997), sendo detectaveis a partir dos 40 dias de

gestagcdo, porém atinge seu pico apenas no ultimo trimestre, justamente o periodo
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de maior crescimento fetal (HANDWERGER et al., 1994). As concentragdes de bPL
diminuem ao final da gestacdo estimuladas pelo cortisol fetal, que inibe a liberacéo
dos granulos de armazenamento do horménio por parte das células binucleadas
(ALVAREZ-OXILEY et al., 2008).

Hossner et al.,(1997) sugere que o bPL possa atuar no controle da lipolise
durante o pré-parto de maneira indireta, via fatores de crescimento semelhantes a
insulina (IGFs). O IGF-1 € um peptideo que possui efeito anabdlico em varios
tecidos, € produzido primariamente no figado através da estimulacdo do GH,
formando o eixo GH-IGF-1 (BUTLER et al., 2003). Piechotta et al., (2012) confirmou a
hip6tese de que baixas concentragdes de IGF-I no soro de vacas durante o final da
gestacdo pode ser preditivo de ocorréncias de transtornos metabdlicos pdés-parto,
como cetose, deslocamento de abomaso, além de metrite e mastite.

Segundo Beam e Butler (1998), o balanco energético apresenta correlacdo
positiva com as concentragbes de IGF-1 no plasma de vacas em lactacdo, sendo
observada concentracdo de IGF-I maior em vacas com balanco energético positivo
(BEP) do que em vacas durante BEN pés-parto. Obese et al., (2008) sugere que a
ingestdo de nutrientes influencia nos niveis circulantes de IGF-I em vacas leiteiras.
Durante o periparto, as concentracdes séricas de insulina diminuem gradativamente, e
com elas também diminui as concentracbes de IGF-I no plasma, conforme
observado por Radcliff et al., (2003). Segundo Handwerger et al., (1994), o bPL pode
ser um dos responsaveis pelo aumento nas concentracdes séricas de IGF-1 na mae

durante o final da gestacéo.



2 OBJETIVOS

Abaixo sdo descritos os objetivos do trabalho.

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de diferentes concentracdes de bPL pré-parto sobre a
lipomobilizacado, resisténcia a insulina, concentracdes de IGF-I e producédo de
leite durante o pos-parto de vacas leiteiras.

2.2 Objetivos especificos

a) Correlacionar as concentracdes de bPL pré-parto com a producao de
leite nos primeiros 45 dias em lactacéo (DEL)

b) Verificar a relagcéo entre as concentracdes de bPL pré-parto e as
concentragdes de IGF-I durante o periparto.

c) Verificar a atuacédo do bPL como estimulador da lipélise durante o
periparto.

d) Verificar a relacdo entre RI pré e pos-parto comas concentracdes de
bPL pré-parto.
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Abstract

The bovine placental lactogen (bPL) is a peptide involved in production genes family,
which coordinates most of biological process, including physiological changes
occurring during pregnancy. The bPL acts favoring the entry and utilization of nutrients
to the fetus through transient insulin resistance. During adaptation of this process, some
hormones can perform lipolysis and fatty acid trans esterification, which are mobilized
in the form of NEFA. The bPL can have an indirect control of lipolysis during
prepartum via IGFs. The hypothesis of this study was that cows with great bPL and
IGF-1 concentration during the prepartum, has high NEB during postpartum period and
higher insulin resistance to the same period. The aim of this experiment was determine
the effects of different bPL concentrations on serum IGF-I prepartum levels and lipid
mobilization, insulin resistance and milk yield during postpartum period in dairy cows.
Twenty Holstein dairy cows on the third lactation, producing 30.65 + 8.2 L at 46 DIM
and 658.10 £ 89,2 Kg of live weight were used in this study. The experimental period
began at 21d before the expected calving date until 28d postpartum. The IGF-I and
NEFA serum concentration were evaluated. During this period all cows were milked
twice daily and fed with the same diet. The cows were divided in three groups from
their bPL concentration (LOW < 2.29 ng/mL (n= 6), MED > 2.3 ng/mL and < 2.5
ng/mL (n= 7) and UP > 2.51 ng/mL (n= 7)). The data of BCS, milk yield and body
weight were weekly evaluated. All animals were subjected to TTG on -9d and +9d
relatives to calving day to estimate insulin sensibility. Difference was observed on bPL
(P =0.0001) and IGF-I (P = 0.0002) levels between groups on prepartum period. During
TTG was observed insulin AUC (t60-150) higher (P = 0.04) in LOW group compared
with MED and UP. UP group have higher (P = 0.02) milk yield than MED group, but
both groups were similarly to LOW group (P = 0.06). It was concluded that bPL does
not have any direct effect on lipolysis during the postpartum period, also it does not
have any direct effect on synthesis of IGF-1 levels, as well as it has positive effects on
milk production and higher insulin sensibility.

Keywords: energy balance, transition period, insulin resistance, TTGSI,
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Introducéo

Em mamiferos, os nutrientes sdo utilizados pelos tecidos envolvendo processos
de manutengdo, crescimento e estabelecimento de reservas corporais incluindo
deposicao de tecido adiposo e reservas de glicose e de aminoacidos. Dois tecidos em
especial utilizam grande por¢do dos nutrientes maternos, entre eles os tecidos fetais,
durante seu desenvolvimento, e a glandula mamaéria, durante a lactacdo (Bauman and
Currie, 1980). O lactogénio placentario bovino (bPL) € produzido nas células
trofoblésticas binucleadas da placenta de ruminantes, atingindo concentracfes
detectaveis no soro da mae por volta dos 40 dias de prenhez com seu pico no ultimo
trimestre de gestacdo (Igwebuike, 2006). O bPL atua nas mudangas fisiologicas que
ocorrem durante a prenhez, promovendo a formacdo de corpo lateo funcionalpor sua
acdo luteotropica (Ben-Jonathan et al., 1996; Byatt et al., 1992), desenvolvimento das
glandulas uterinas e mamarias (funcdo mamogénica) (Akers, 2006) e facilitando a
entrada e utilizacdo de nutrientes para o feto (funcdo histiotropica) (Enders e Welsh,

1993).

Bazer (1975) afirma que a distribuicdo de nutrientes realizada entre a mae e o
feto, durante a gestacdo e coordenada pelo bPL, promove resisténcia periférica a
insulina (R1). A RI ocorre quando concentragbes normais ou elevadas de insulina
produzem uma resposta bioldégica menor que a esperada. Em humanos, a Rl € um
fendmeno metabolico multifatorial caracterizado por acidose metabolica, hiperglicemia,
intolerdncia a glicose, glicosuria, cetonemia, cetondria, diurese, hipovolemia,
transtornos hidricos, depressdo do sistema nervoso central e choque (Stolar e Chilton,
2003). Os fatores que causam RI em humanos sé@o semelhantes ao que predispdem as
vacas leiterias a este evento metabolico, entre eles, podemos citar gestacdo avancada,

obesidade, hiperinsulinemia, alimentagdo com alto teor de energia e atuacdo de outros
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hormonios (Hayirli, 2006), entre eles hormonios associados a prenhez (Feng et al.,

2009; Fuglsang e Ovesen, 2006).

O balancgo energético negativo (BEN) presente no periparto € acompanhado da
RI, principalmente nos tecidos adiposo e musculo esquelético. Neste periodo, a RI atua
como mecanismo poupador de nutrientes dos tecidos, os quais sdo redirecionados a
glandula maméria potencializando a producdo de leite (Bauman e Griinari, 2000;
Mohamed et al., 2004). Ao contrario do musculo esquelético e do tecido adiposo, 0s
tecidos fetais realizam um processo insulino-independente para o transporte de glicose
(Hayirli, 2006) melhorando o aporte energético ao crescimento do feto e inicio da
producdo de leite (Lee et al, 2012). Durante a adaptacdo desse processo, 0 tecido
adiposo sofre alteracfes nas taxas de lipélise:lipogénese e passa a mobilizar lipideos sob
a forma de &cidos graxos ndo esterificados (NEFA) (Bauman e Currie, 1980). Embora a
mobilizacdo de NEFA durante o pds-parto recente seja uma interessante maneira de o
organismo utilizar suas proprias reservas de energia, Drackley (1999) ressalta que a
excessiva mobilizacdo de gordura em direcdo ao figado estd diretamente relacionada

com o aumento da incidéncia de enfermidades metabdlicas durante o periparto.

Hossner (1997) sugere que o bPL possa atuar no controle da lip6lise pré-parto
através da acdo de fatores de crescimento (IGFs). O IGF-I é produzido primariamente
no figado através da estimulagdo do GH, formando o eixo GH-IGF-I, apresentando
efeito anabolico no metabolismo (Butler et al, 2003). Piechotta et al (2012) confirmou a
hipotese de que baixas concentrages de IGF-1 no soro de vacas durante o final da
gestacdo podem ser preditivos de ocorréncias de transtornos metabdlicos pos-parto,
como cetose, deslocamento de abomaso, além de metrite e mastite.A hipdtese deste
trabalho é que vacas com maiores concentracfes de bPL e IGF-I durante o pré-parto,

apresentem maior balangco energético negativo durante o pés-parto e Rl mais intensa
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para 0 mesmo periodo. O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos de trés
diferentes concentragcdes de bPL sobre as concentracdes de IGF-I pré—parto, como

também lipomobilizacéo, RI, e producéo de leite durante o pos-parto de vacas leiteiras.

Materiais e Métodos

Animais e Desenho Experimental

O experimento foi realizado em uma propriedade leiteira comercial localizada no sul
do Brasil (32°16’S, 52°32°0). A selecdo dos animais se deu através do nimero de
lactacBes, producdo média em 305 dias da lactacdo anterior e histérico negativo de
enfermidades em relagdo ao Gltimo ano produtivo de um total de 878 vacas em lactacao.
Foram utilizadas 20 vacas, multiparas, da raca Holandés, com 3 lactacGes, producgédo
média de 30,65+8,19 litros de leite aos 46 dias em lactacdo (DEL) e peso médio de
658,10+89,205 Kg de PV.

O periodo experimental ocorreu entre os dias dia -21 pré-parto até os 28 dias pos-
parto, ordenhados duas vezes ao dia com intervalo de 12 horas e submetidos ao mesmo
manejo nutricional. De acordo com as concentracfes plasmaticas de lactogénio
placentario bovino (bPL), as vacas foram divididas em 3 grupos (ALTO, MED e
BAIXO) onde BAIXO < 2,29 ng/mL (N =6), MED > 2,3 ng/mL e <2,5ng/mL (N=7)

e ALTO > 2,51 ng/mL (N =7).

Pesagem, ECC e Producéo de Leite

As vacas foram semanalmente pesadas em plataforma de pesagem (Eziwweigh5 —
TRU-TEST®, Farm Tech Group, Ljutomer, Eslovénia) durante os periodos pré e pos-
parto. No mesmo momento foi realizada a avaliacdo do escore de condi¢cdo corporal

(ECC) através de uma escala de 1 a 5, onde 1 = magra e 5 = obesa (Wildman, 1982).
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Foram coletados os dados de producédo de leite diariamente, gerando-se a média a
cada 5 dias, entre os dias 16 e 46 pos-parto atraves do banco de dados do sistema

ALPRO® (Tetra Laval Group®, Sweden).

Amostras de Sangue

Foram coletados aproximadamente 10 mL de sangue por venopungdo do complexo
arteriovenoso coccigeo através de sistema vacuntainer com agulhas 25x8 mm em tubos
com acelerador de coagulo. Durante o pré-parto, foram realizadas coletas nos dias -21, -
14, -7, -5, -3, -1 e 0 e no pos-parto foram nos dias 3, 6, 9, 14, 21 e 28. As amostras
foram centrifugadas a 3000 x g durante 15 minutos para obtencdo de soro, o qual foi
armazenado em microtubos tipo eppendorff, identificados e submetidos a congelamento
a-80°C para posterior anélise.

As andlises de NEFA foram realizadas no Laboratério de Bioquimica Clinica, do
Nucleo de Pesquisa, Ensino e Extensdo em Pecuéria da Universidade Federal de Pelotas
(NUPEEC — UFPel, Brasil). As concentracbes de NEFA (Wako NEFA-HR, Wako
Chemicals USA®, Richmond, EUA) foram determinadas durante o pré e o pds-parto
através do método colorimétrico e leitor de placa.

As avaliacGes hormonais foram realizadas no Mammalian NutriPhysioGenomics
Laboratory do Departamento de Ciéncia Animal da Universidade de Illinois (Urbana,
IL, USA). As concentracdes de bPL foram determinadas durante o periodo pré-parto
através do método ELISA (PL ELISA Kit, Novate In Biosciencies, Cambrigde, MA,
USA) e as concentracfes de IGF-1 (IGF-1 ELISA Kit, Novate In Biosciencies,
Cambrigde, MA, USA) foram determinadas durante o pré e o pés-parto de acordo com a

distribuicéo das coletas de sangue.



152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

22

Teste de Tolerancia a Glicose e Sensibilidade a Insulina (TTGSI):

O TTGSI realizado foi adaptado de descrigdes prévias (Lee et al., 2012) e
executado nos dias -9 e +9 relativos ao parto. Procedeu-se com acesso a veia jugular
através da utilizacdo de um cateter intravenoso periférico Intracath® (BD, Franklin
Lakes, NJ, USA) fixado na pele. O teste teve duracdo de 150 minutos com 13 coletas
distribuidas ao longo deste periodo, nos momento -5, 0A, 0B, 15, 30, 45, 60, 65, 70, 75,
90, 120, 150 e 180, onde OB determina o momento logo apés infusdo de glicose (0,5
mg/Kg; Solucdo de Glicose a 50%, Laboratério Prado, Curitiba, PR, Brasil) e 60
determina o momento de infusdo da insulina (0,01 mL/Kg; Novolin-N®, Laboratorio
NOVO NORDISK, Bagsvaerd, Dinamarca). Para evitar a coagulacdo do cateter,
utilizou-se heparina sodica (Hemofol®, Laboratorio Cristalia, Sdo Paulo, SP, Brasil)
diluida em solucéo de Cloreto de Sddio 0,9% na proporcdo de 1:250. A cada coleta
foram desprezados os primeiros mililitros de sangue devido a heparinizacao prévia do
cateter.

Em cada momento do teste foram coletadas amostras de sangue para um tubo
contendo acelerador de codgulo e um tubo contendo Fluoreto de Potassio (KF) a 5%
para avaliacdo da glicemia. Todas as amostras foram processadas da mesma forma que
no item anterior. As amostras de soro foram acondicionadas em microtubos do tipo
eppendorf e congeladas a -80°C para posterior avaliacdo da concentracdo sérica de
insulina. As amostras dos tubos contendo KF foram analisadas momentos ap6s a Ultima
coleta do teste através do método colorimétrico para avaliagcdo da glicemia (Glicose
PAP Liquiform, Labtest®, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) em espectrofotometro

(BIOSPECTRO-SP 220®, Curitiba, PR, Brasil).
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Os dados da area sob a curva (AUC) da insulina, concentracdo de insulina
estimulada pela resposta a glicose (ISBGR), AUC, clear rate, e meia vida da glicose

forma analisados segundo as formulas de Kerestes et al., (2009).

Analise Estatistica
Os resultados estdo apresentados por médias + erro padrdo. Todas as

analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software SAS® (SAS Institute Inc,
Cary, NC, USA). Os dados de IGF-1 e bPL foram transformados de log(x) para base 10
e normalizados através de regressdo nao-linear pelo software Prism® 5.0 (GraphPad
Software Inc., CA, USA). Os dados referentes ao peso, ECC, marcadores bioquimicos e
hormonais foi realizada analise de variancia no MIXED MODELS utilizando-se o
modelo de comparacdo de grupos, coletas e a interacdo grupo*coleta. Durante o teste,
foram calculados os valores da glicose basal, reducdo da insulina por estimulo da
glicose (ISBGR), area sob a curva até 60 e 150 minutos (GLI. AUC (t0 - 60°, GLI.
AUC(t60 - 150’), meia vida até 60 e 120° (T% ASC60, T% ASC120), clear rate da
glicose, foram calculados conforme trabalho de Kerestes et al.  (2009) a partir das
seguintes formulas: Gli CR = [(glicose T5 —glicose T60°)/(T60-T5°)] 100 = % min;
T%= (0,693/CR)*100 = min; RESG (%) = [(glucose t0 - glucose t30)/glucose t0] x100
ASC = trapézio formado entre duas coletas subsequentes (Valor Coleta 1 — Média das
duas coletas basais + Valor Coleta 2 — Média das duas coletas basais)*Intervalo entre
coletas/2).

Para os valores de insulina foram fora gerados os parametros da a AUC (t0-60) e
AUC (t60 — 150) calculados conforme a glicose. As informagfes do TTGSI foram
avaliadas de acordo com as férmulas relatadas por Kerestes et al., (2009) nos testes pré

e pos parto e submetidos a analise de variancia One-Way ANOVA e teste Tuckey. Os
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dados de marcadores bioquimicos e hormonais foram submetidos ao teste de Correlagéo
de Pearson para verificar a associagdo entre as variaveis. Em todos os testes foi

considerado nivel de significancia de P < 0,05.

Resultados e Discussao

A distribuicdo dos animais nos trés grupos demonstrou que todos foram
diferentes entre si (P = 0,0001) de acordo com as concentracfes de bPL (ALTO = 2,91
+ 0,22 ng/mL; MED = 2,32 £ 0,11 ng/mL; BAIXO = 2,03 + 0,13 ng/mL), como
também entre dias (P < 0,0001) (Tabela 1). A partir da categorizacdo dos grupos, a
producdo de leite apresentou diferenca (P = 0,026) entre os grupos MED (24,9 £ 0,4
litros) e ALTO (28,8 £ 1,3 litros), sendo que o grupo BAIXO apresentou uma média
intermediéria, sendo de 25,5 + 0,8 litros (Figura 1). Nas demais interacfes entre grupos
(MED x BAIXO; BAIXO x ALTO) néo foi observada diferenca (P = 0,06). Como ja era
esperado, a maior producdo de leite no grupo ALTO se deve a fun¢cdo mamogénica e
lactogénica do bPL e sua maior afinidade aos receptores de PRL da glandula mamaria
que aos receptores de GH do figado. Desta maneira, vacas que apresentam
concentragfes de bPL maiores, produzem mais leite pela afinidade da proteina de se
ligar ao receptor disponivel em maior abundancia no tecido mamario (Byatt et al.,
1992). Segundo Alvarez-Oxiley et al., (2008) essa maior afinidade se deve a homologia
entre a estrutura molecular do bPL com a PRL (50%) e o GH (23%). Nas ultimas
semanas de gestacdo, o fluxo de nutrientes para a placenta e para o desenvolvimento da
glandula maméria, estdo ambos sob controle hormonal do concepto e a priorizacdo de
nutrientes para a glandula mamaria durante este periodo compromete a condigdo
metabolica da mée. Sendo assim, maior concentragdo de bPL influencia positivamente a

producdo de leite, porém podendo acarretar uma maior predisposicdo a distirbios
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metabdlicos, como 0 que acontece em pequenos ruminantes em quadros de cetonemia
(Bauman and Currie, 1980). No entanto ndo foi possivel detectar diferencas nas
producdes de leite médias entre os grupos baixo e médio, sendo que estes apresentaram
producdo similar, demonstrando que as diferencas nos niveis de bPL de ambos néo

sejam efetivas em proporcionar uma elevacdo na producdo de leite que obedeca a

mesma ordem da classificagdo dos grupos em relacéo ao bPL.

Concordando com os dados de Hossner et al., (1997), o bPL demonstrou possuir
correlacdo negativa (r = - 0,23; P = 0,03) com as concentragdes de NEFA, sugerindo
que o bPL atue de maneira indireta na estimulacdo da lipolise durante o periodo de
transicdo, através da saturacdo dos receptores de insulina via IGFs. Sendo assim, &
provavel que o bPL atue como um adaptador ao metabolismo da glandula mamaria para
a préxima lactacdo, atuando de forma positiva no aumento da producédo de leite, porém
sem ter influéncia na lipomobilizacdo pds-parto. Byatt et al., (1992) observou que tanto
0 GH quanto o bPL estimulam a lipdlise durante o periparto de vacas leiteiras e, com
isso, incrementam a producdo de leite, embora 0 GH promova a lip6lise de maneira
mais intensa, quando comparado ao bPL. No mesmo estudo, Byatt et al., (1992)
observaram que as diferentes concentracdes de bPL administradas as vacas em periodo
de transicdo, estimularam a IMS em uma relagdo dose-dependente. Houseknecht et al.,
(1996) explicam que o primeiro pico de NEFA no pré-parto € estimulado pelas altas
concentragcfes de IGF-I prévias a este periodo, que saturam os receptores de IGF-I e
insulina no tecido adiposo, sensibilizando a célula & mobilizacdo de triacilglicerois.
Houseknecht et al., (1996) relata que o bPL, o GH bovino e a PRL ndo teriam efeito
lipolitico no pds-parto recente em ruminantes.

As concentragdes plasmaéticas de IGF-I durante o pré-parto apresentaram

diferenca entre grupos (P = 0,0002), entre os dias (P = 0,0001) e na interagdo grupo
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coleta (P < 0,0001) conforme dados apresentados na Tabela 2. Foi observado que os

grupos com menor concentragcdo de bPL, apresentaram maior concentracdo de IGF-I

durante o periodo pré-parto, sugerindo competitividade pelos receptores de GH por

parte do bPL durante o periodo gestacional (Gootwine, 2004). Dentre as func¢des do

IGF-1 na circulacdo materna, incluem-se crescimento, diferenciacdo e manutengéo da
funcéo celular, bem como prevencéo contra apoptose em diversos tecidos, inclusive na
glandula mamaria (Akers, 2006). Sendo assim, pode-se sugerir que quanto menor for a
concentracdo de bPL no soro das vacas, mais GH esta ligado aos seus receptores
hepaticos sintetizando IGF-1 e, como consequéncia, havendo maior quantidade de IGF-I
chegando aos tecidos. Durante o final da gestacdo, esse IGF-1 pode auxiliar no
desenvolvimento da glandula mamaria, que estd sendo preparada para a proxima
lactacdo (Velazquez et al., 2008). No entanto, no pos-parto recente, é observada a

diminuicdo das concentracdes de IGF-I pelo desacoplamento do eixo GH-IGF-I, o que
traz severas consequéncias ao metabolismo da vaca no que diz respeito ao intervalo

entre 0 parto e a primeira ovulacdo, o que diminui o desempenho reprodutivo no
periodo (Butler et al., 2003)

A estimulacdo do tecido mamario, via bPL ou via IGF-1, promove maior
producdo de leite no pds-parto, o que acarreta maior demanda de energia por parte da
vaca durante o periparto. Segundo Radcliff et al. (2003), durante o pré-parto, a
regulacdo da sintese e liberacdo de IGF-I se deve principalmente ao acoplamento do GH
aos seus receptores hepaticos (GHR1A e GHR2A). No momento do parto, as
concentragfes de bPL e GH diminuem e a manutencdo dos niveis séricos de IGF-I
passam a ser mediadas pela ingestdo de energia (Obese et al., 2008).A demanda de
energia do inicio da lactacdo é prejudicada pela queda de ingestdo de matéria seca

(IMS) e estabelecimento do BEN durante este periodo. Neste caso, quanto maior a
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intensidade do BEN, maior a mobilizacdo de reservas lipidicas e maior a variagdo de
ECC no pds-parto recente. Foi observado neste estudo que o peso (Figura 2), ECC
(Figura 2) e NEFA (Figura 3) apresentaram diferenga (P < 0,05) entre os dias de coleta,
porém entre 0s grupos e na interagdo grupo*coleta ndo foi observado (P > 0,05) o
mesmo efeito. Este resultado € esperado, uma vez que todas as vacas passam por um
periodo de adaptacdo para o parto com mobilizagdo de suas reservas corporais e
consequente, queda da condicdo corporal. Na Ultima semana pré-parto o primeiro pico
de NEFA vem acompanhado do declinio do bPL e do GH, indicando que o metabolismo
da vaca esta entrando em BEN como mecanismo de adaptacdo as exigéncias do inicio
da lactacdo (Drackley, 1999).

O BEN do pds-parto e as baixas concentracbes de IGF-1 provocadas pelo
aumento da ligacdo do bPL ao GHR, durante o pré-parto, possuem consequéncias
negativas no que diz respeito ao desempenho reprodutivo das vacas no pos-parto e
retorno a ciclicidade. Durante o desenvolvimento mamario, o IGF-1 pode atuar no seu
receptor (IGF-IR) presente na glandula mamaria, estimulando o seu desenvolvimento e,
até mesmo aumentando a producdo de leite durante a lactacdo. No pds-parto imediato,
ocorre uma queda na IMS, mediada por hormonios estrogénicos que agravam o BEN,
promovendo diminuicdo das concentragdes plasmaticas de glicose e insulina e,
consequentemente, do IGF-1 (Butler et al., 2003). Com o BEN presente neste periodo,
espera-se que os niveis de IGF-1 caiam a medida que este se intensifica, independente
das concentragdes de bPL durante o pré-parto.

No TTGI, foi observada diferenga na AUC da insulina exogena (t60 — 150) do
teste pos-parto entre os grupos (P = 0,04), o que ndo foi observado no TTG pré-parto
(Tabela 3). Tanto no periodo pré-parto, quanto no pos-parto, ndo foram observadas

diferencas entre clear rate da glicose, AUC da insulina enddgena, ISBGR e meia vida
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da glicose (Tabela 3). Analisando-se os resultados da AUC insulina (t60-150) durante o
TTG pobs-parto e correlacionando com as concentracdes de bPL pré-parto, foi observado
que 0s grupos com menor concentragdes de bPL no pré-parto, apresentaram maior AUC
da insulina durante o TTG pos-parto. Isto sugere que, quanto maior o tempo que a
insulina demora a ser metabolizada menos sensiveis & insulina estdo os tecidos
periféricos (Kerestes et al, 2009).Esperava-se que quanto maior a concentracdo de bPL
durante o pré-parto, maior fosse a intensidade da RI no pds-parto. No entanto, isso ndo
foi observado nesse estudo, sugerindo que o bPL ndo tenha relagdo com o
estabelecimento da RI durante o p6s-parto e que sua atuacdo seja mais restrita ao pré-
parto. A diminuicdo da sensibilidade da insulina no tecido adiposo e musculo
esquelético, principalmente durante o pos-parto, predispde a vaca a ocorréncia de
transtornos metabolicos, principalmente cetose e figado gordo (Ingvartsen e Andersen,
2000).Da mesma maneira, as baixas concentracdes de IGF-I pré-parto estdo associadas
a ocorréncia de transtornos metabdlicos no pos-parto (Piechotta, 2012). Sendo assim,
pode-se sugerir que as vacas com maior concentracdo de bPL durante o pré parto,
também apresentam menor concentracdo de IGF-1 no mesmo periodo e esta associacdo
reflete na baixa metabolizag¢do da insulina durante o TTGI pos-parto indicando menor
resisténcia a insulina e menor predisposicdo a ocorréncia de transtornos metabolicos
neste periodo.

Nas anélises de correlacdo, foi observada significancia (P = 0,04) entre NEFA x
ECC (r = 0,47) e ECC x peso (r = 0,61) durante todo o periodo experimental. Embora
néo tenha sido observada neste estudo, correlacdo entre bPL x ECC (r = 0,006; P =
0,95), alguns autores (Alvarez-Oxiley et al., 2008) sugerem que as concentracdes de
bPL podem ser alteradas pela ingestdo de nutrientes e condigéo corporal, onde vacas

apresentando menor ECC entre os dias 200 e 250 de prenhes, possuem maiores
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concentragfes de bPL que vacas com moderado ECC no mesmo periodo. Néo foi
possivel observar esta situacdo provavelmente devido a homogeneidade das vacas
selecionadas para este estudo, estando os ECC iguais (P > 0,05) nos grupos ALTO (2,9
+0,05), MED (3,1 £ 0,03) e BAIXO (2,9 + 0,05).

Entre as concentracdes de IGF-1 pré-parto e a producdo de leite pos-parto, ndo
foi observada correlagdo (r = -0,50; P = 0,06). Embora 0s grupos ndo apresentem
diferenca estatistica quanto aos dados e ECC (P = 0,74), NEFA (P = 0,94), e peso (P =
0,21), a correlacdo entre essas variaveis nos remete a estudos prévios que associam altas
concentracdes de NEFA e BHBA com a ocorréncia de transtornos do periparto, bem
como a grande variacdo de ECC entre os dias -21 e +21 relativos ao parto (Bauman and
Currie, 1980). Os estudos que citam a correlacdo entre essas varidveis levam em
consideracdo principalmente os diferentes ECC entre as vacas no pré-parto, dado este
gue em nosso estudo se apresentou de forma homogénea em funcdo da selecdo das
vacas a serem testadas. Uma vez que as vacas deste experimento ndo apresentavam
diferencas na condicdo corporal pré-parto, esperava-se que ocorresse menor variacdo do
ECC também no pds-parto, o que resultou em mobilizacdo lipidica semelhante entre os

grupos e, consequentes, concentracoes de NEFA semelhantes.

Concluséao

Conclui-se que o bPL ndo atua diretamente na lipélise p6s-parto, ndo agindo
diretamente na sintese e manutencdo das concentracbes de IGF-1 no sangue
apresentando efeito positivo sobre a producgdo de leite e maior sensibilidade a insulina.
Por outro lado, ainda pode-se sugerir que o0 bPL atua competindo com 0s receptores
hepaticos de GH presentes no figado durante a gestacdo, o que explicaria as

concentragOes de IGF-I observadas neste estudo.
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BAIXO MED ALTO
médiatSE médiatSE médiatSE
-21 2,629 0,158 3,076 0,355 3,215 0,252
-14 3,050 0,090 3,164 0,320 3,534 0,557
-7 2,611 0,495 2,858 0,347 3,431 0,681
-5 1,421 0,312 1,760 0,228 3,651 1,645
-3 1,926 0,310 1,935 0,161 1,905 0,222
-1 1,328 0,187 1,837 0,168 2,406 0,494
0 1,472 0,241 1,923 0,332
médiaxSE 2,037% +0,139 2,325b +0,116 2,914° +0,227
Letras diferentes entre colunas representam P < 0,05.
Tabela 2 - Concentra¢des plasmaticas de IGF-1 (ng/mL) durante o periodo pré parto de vacas leiteiras.
ConcentracOes plasmaticas de IGF-1 (ng/mL) durante o periodo pré parto de vacas leiteiras.
ALTO MED BAIXO
médiatSE médiatSE médiatSE
-21 0,26696° 0,01707 0,5485b . 1° 0,04775
-14 0,56706 % 0,14589 0,444% 0,116 0,244% 0,065
-7 2,68539° : 0,353" 0,108 0,384° 0,124
0 0,59918° 0,0796 0,626° 0,273 0,695 0,208
médiatSE 0,58099b 0,16851 0,49298° 0,05967 1,02965% 0,55696

Letras diferentes entre colunas representam P < 0,05.



484  Tabela 3 - Médias e erro padrédo para cada parametro avaliado durante o TTGSI das vacas dos grupos ALTO, MED e BAIXO durante o teste pré e pos-parto.

485
Médias e erro padréo para cada parametro avaliado durante o TTGSI das vacas dos grupos ALTO, MED e BAIXO durante o teste pré e pds-

parto.
ALTO MED BAIXO
Pré-parto Pds-parto Pré-parto Pds-parto Pré-parto Pds-parto

Parametro TTGSI média+SE médiatSE médiatSE média+SE médiatSE médiatSE
Clear rate glicose (t0-60) 1,05+0,08 1,24+0,11 0,97+0,15 1,08+0,11 1,00+£021 1,59+0,21
Clear rate glicose (t60-150) 1,44+0,16 1,67+0,28 1,54+0,24 1,66+0,16 1,47+0,2 1,94+0,37
Meia-vida da Glicose (t0-60) 68,04+5,40 60,59+8,86 79+11,28 66,9+6,4 91,28+24,96 48,97+8,6
Meia-vida da Glicose (t60-150) 52,51+6,52 58,52+19,61 52,08+9,4 44,17+5,31 51,23+6,23 45,09+10,72
AUC glicose (t0-60) 10636,43£1077,4 9642,5+1124,1 13094,33+1447,63 8823,4+860,09 12290,8+1255 7259,5+844,57
AUC glicose (t60-150) 10636,43£1077,4 9642,57+1124,17 13094,33+1447,63  8823,4+860,09 12290,8+1255 7259,5+844,57
AUC insulina (t0-60) 5406,4+2664,4 4819,43+1320,36 2692,3+1101,4 31094,17+3408,88 8670,8+1107,71  4533,1£1622,71
AUC insulina (t60-150) 10899,1+1688,8 18453,5+2040,1° 8714+1361 8823,4+860,09° 8670,8+1107,71 25077,83+4104,34°
ISBGR 34,66+3,32 38,13+5,5 36,24+4,69 38,9+3,14 35,15+3,78 42,46+6,37

486 Letras diferentes entre colunas representam P < 0,05.
487  AUC = areasob acurva

488  ISBGR = redugéo da insulina por estimulo da glicose
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Figura 1 - Producdo de leite (litros) durante os primeiros 46 dias pds-parto das vacas dos grupos ALTO,

MED e BAIXO (P = 0,06).

ECC ALTO MED BAIXO
800 . Peso — —ALTO —— +MED BAIXO
750 -
700 4 ] -
s o s
\o/ 650 - I 1 (N T aln \ T % I i T
2 T SSNREARY . I/I —~ %
o 600 - 1L LT T -~
~ 1 7 N L
V4 I
550 - >
S _-
500 T T T T T T
-21 -14 -7 0 7 14 21 28

Dias relativos ao parto

- 4,5

- 3,5

- 2,5

- 1,5

Concidg¢do Corporal (ECC)

Figura 2 - Peso (kg) e Escore de Condicdo Corporal (ECC) das vacas dos grupos ALTO, MED e BAIXO

durante todo o periodo experimental (P > 0,05).
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4 CONCLUSAO GERAL

Conclui-se que o bPL pré parto ndo atua diretamente na lipélise pés parto do
periodo de transicdo, bem como nédo atua diretamente na sintese e manutencao das
concentracfes de IGF-I no sangue. Por outro lado, ainda pode-se sugerir que o bPL
atua competindo com os receptores hepaticos de GH presentes no figado durante a
gestacdo e que, vacas com maior concentracdo de bPL pré-parto produziram mais

leite durante o pos-parto e sdo mais sensiveis a insulina.
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