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RESUMO

A pecuéria leiteira é uma atividade tradicional e detém forte impacto econémico no pais e no
mundo. No estado do Parand, principalmente na Regido Noroeste, o nivel de producdo é
caracterizado como familiar, de menor escala e, é formado por diversidades tanto de racas,
como tipos de manejo e gestdo. O leite € um alimento complexo, formado por milhares de
compostos que torna os produtos lacteos um dos pilares da dieta em diversos paises. Além disso,
é escasso na literatura trabalhos que definam Intervalos de Referéncia (IRs) para esses
eletrdlitos no leite. Com esse intuito, esse trabalho teve como objetivo avaliar a interferéncia
das fases de lactacdo nas variaveis sodio (Na), potassio (K), calcio iénico (Cai) e cloretos
(CI),posteriormente, gerar valores de referéncia para esses eletrélitos, no soro lacteo, levando-
se em consideracdo os trimestres de lactacdo. O estudo foi realizado com vacas da raca
Girolando, criadas em sistema de Compost Barns, em uma proriedade localizada em Marilena,
regido Noroeste do Parana. Para o estudo foram utilizadas fémeas saudaveis, ou seja, Caneca
Telada do Fundo Escuro (CTFE) negativo, California Mastitis Test (CMT) negativo, Contagem
de Células Somaticas (CCS) <200.000 celulas/mL e exame microbioldgico negativo, que foram
divididas em trés grupos: G1- fémeas sadias do 1° trimestre de lactacdo (1° ao 3° més); G2 —
fémeas sadias do 2° trimestre de lactagdo (4° ao 6° més) e G3 — fémeas sadias do 3° trimestre de
lactacdo (7° ao 9° més). Antes do inicio da coleta, foi realizado exame fisico geral e especifico
da glandula mamaria das fémeas selecionadas, posteriormente, realizado os testes de CTFE e
CMT. Posteriormente, foi efetuada a antissepsia do teto com alcool 70% e algodao e em seguida
realizada a coleta de leite. As amostras foram enviadas ao laboratério, onde foi obtido o soro
lacteo e 0 mesmo foi congelado até a realizagdo das andlises do perfil bioquimico do soro lacteo.
Assim sendo, os IRs foram determinados de acordo com as diretrizes da Sociedade Americana
de Patologia Clinica Veterinaria (ASVCP). Atraveés da realizagdo da primeira etapa do projeto,
verificou-se que as fases de lactacéo interferiram nas concentracfes de Na, K, Cai e Cl, sendo
que, em relacdo ao Na observou-se menores concentracdes no segundo trimestre de lactacéo;
para 0 K observou-se diferencas estatisticas entre o primeiro e segundo trimestre; o Cai
apresentou concentracOes estatisticamente maiores no primeiro trimestre de lactacdo em relacéo
ao segundo e terceito trimestres e para o Cl observou-se que as concentracbes foram
estatisticamente maiores no G1 em relacdo aos grupos G2 e G3, sendo que 0s grupos G2 e G3
ndo diferiram entre si. Assim sendo, na segunda etapa do projeto, foi possivel gerar valores de
referéncia para todas as varidveis estudadas em cada fase de lactacdo. Esses dados reforcam a
necessidade de mais estudos relacionados a geracdo de IRs no leite, uma vez que, € necessario
que se entenda o que € fisioldgico, para que dessa forma se compreenda melhor sobre as
alteracdes na composicdo do leite e seus derivados, decorrentes de patologias da glandula
mamaria, como a mastite.

Palavras-chave: Eletrolitos, Bovinocultura Leiteira, Fisiologia da Lactagdo, Compostos do
Leite, Curva de Lactacdo, Glandula Mamaria.



ABSTRACT

Dairy farming is a traditional activity and has a strong economic impact on the country and the
world. In the state of Parand, mainly in the Northwest Region, the level of production is
characterized as family, on a smaller scale and is made up of diversities in both breeds and types
of handling and management. Milk is a complex food, made up of thousands of compounds that
make dairy products one of the pillars of the diet in many countries. Furthermore, there is little
work in the literature that defines Reference Intervals (RIs) for these electrolytes in milk. With
this aim, this work aimed to evaluate the interference of the lactation phases on the variables
sodium (Na), potassium (K), ionic calcium (Cai) and chlorides (Cl), subsequently generating
reference values for these electrolytes, in the whey, taking into account the trimesters of
lactation. The study was carried out with Girolando cows, raised in the Compost Barns system,
on a property located in Marilena, Northwest region of Parana. For the study, healthy females
were used, that is, Negative Caneca Telada do Fundo Escuro (CTFE), negative California
Mastitis Test (CMT), Somatic Cell Count (SCC) <200,000 cellss/mL and negative
microbiological examination, which were divided into three groups: G1- healthy females in the
1st trimester of lactation (1st to 3rd month); G2 — healthy females from the 2nd trimester of
lactation (4th to 6th month) and G3 — healthy females from the 3rd trimester of lactation (7th
to 9th month). Before collection began, a general and specific physical examination of the
mammary glands of the selected females was carried out, followed by CTFE and CMT tests.
Subsequently, the teat was antisepsised with 70% alcohol and cotton and then milk was
collected. The samples were sent to the laboratory, where the whey was obtained and frozen
until analyzes of the biochemical profile of the whey were carried out. Therefore, IRs were
determined according to the American Society of Veterinary Clinical Pathology (ASVCP)
guidelines. By carrying out the first stage of the project, it was found that the lactation phases
interfered with the concentrations of Na, K, Cai and ClI, and in relation to Na, lower
concentrations were observed in the second trimester of lactation; for K, statistical differences
were observed between the first and second trimester; Cai presented statistically higher
concentrations in the first trimester of lactation in relation to the second and third trimesters and
for Cl it was observed that the concentrations were statistically higher in G1 in relation to the
G2 and G3 groups, with the G2 and G3 groups not differing each other. Therefore, in the second
stage of the project, it was possible to generate reference values for all variables studied in each
lactation phase. These data reinforce the need for more studies related to the generation of IRs
in milk, since it is necessary to understand what is physiological, so that we can better
understand the changes in the composition of milk and its derivatives, resulting from mammary
gland pathologies, such as mastitis.

Keywords: Electrolytes, Dairy Cattle, Lactation Physiology, Milk Compounds, Lactation
Curve, Mammary Gland.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a pecuaria leiteira € uma atividade tradicional e detém forte impacto
econémico, uma vez que, € meio de subsisténcia e fonte de fluxo de caixa durante todo o
ano (GDP, 2017; SORIO, 2018; ROCHA et al., 2020). Atualmente o pais ocupa o 3° lugar
no ranking mundial de produtores de leite, gerando uma renda superior a 68 milhdes por
ano (FAO, 2021; IBGE, 2021). O Parana ¢é o segundo estado brasileiro em producao,
ficando atras apenas de Minas Gerais. Os municipios paranaenses Castro e Carambei sao
0s maiores produtores nacionais (IBGE, 2021).

Uma caracteristica do Parana, em se tratando de producdo, € sua heterogeneidade
dentro das mesorregies, marcada pelas diferencas em escala de producdo (volume de
leite), gestdo, tamanho das propriedades e nimero de animais em producéo, assim como
as ragas utilizadas. Essa caracteristica faz com que dentro do mesmo estado se encontre
regides com producdo meédia de 7,1 L de leite/vaca/dia e outras com 18,5 L de
leite/vaca/dia. No geral, as mesorregiGes Centro Leste, Oeste e Sudeste do estado sao
caracterizadas por producdes em alta escala, enquanto que a regido Noroeste e as demais
restantes sdo caracterizadas por producdes familiares, em menor escala (IPARDES,
2009).

O leite é um produto nutritivo e de grande complexidade. Possui milhares de
compostos que podem ser avaliados tanto no leite total (integral) quanto no soro do leite
(porcéo aquosa), proveniente da retirada principalmente de caseina durante o processo de
dessora do leite (FONTANELI, 2001; ALMEIDA et al, 2013; GDP, 2017). Esses
compostos sofrem diversas interferéncias e, dependendo de fatores como raca, localidade,
tipo de manejo, alimentacdo, mastite e fases da lactacdo, eles podem se alterar.

Embora se tenha uma ciéncia geral dos constituintes presentes no soro lacteo, a
dindmica deles, levando em consideragédo principalmente as fases da lactagéo, ainda ndo
é totalmente compreendida. Além disso, fatores como a mastite, sdo responsaveis por
alterar a dinamica fisiologica desses compostos, principalmente por causar danos em
nivel de glandula mamaria, provocando um aumento de permeabilidade capilar e,
consequentemente, extravasamento de compostos do leite para o sangue e vice-versa.

Apesar da importancia, ndo foram encontrados trabalhos na literatura que

definissem de forma melhor a composi¢éo do leite em decorréncia das fases da lactacéo



bovina. Com isso, esse trabalho busca preencher essa lacuna na literatura, definindo
valores de referéncia para os elitrolitos sddio (Na), potassio (K), Célcio 16nico (Cai) e
cloretos (CI) em vacas mesticas girolando, localizadas no interior do Parana, criadas em

sistema de Compost Barn.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Determinar valores de referéncia para os ions cloretos (Cl), sédio (Na), potassio
(K) e célcio ibnico (Cai) no soro lacteo de vacas leiteiras da raca Girolando, higidas,

levando-se em consideracgdo os trimestres de lactacao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
I.  Avaliar a interferéncia das fases de lactacdo nas concentragdes, no soro

lacteo, destes ions;
Il. A partir dessas andlises, instituir valores de referéncia para estes ions no

leite em cada trimestre de lactacéo.

3 HIPOTESES DA PESQUISA

H1: As fases da lactacdo interferem nas concentragdes de ions cloretos (ClI), sédio
(Na), potassio (K) e calcio idnico (Cai) no soro lacteo de vacas leiteiras.

H2: A interferéncia das fases da lactacdo nas concentragdes das variaveis
estudadas pode ter como consequéncia uma interferéncia nos valores de referéncia de

normalidade para cada variavel, considerando os trimestres de lactacéo.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

41 IMPORTANCIA DA BOVINOCULTURA LEITERIA NACIONAL E
PARANAENSE

A producdo leiteira € uma das atividades mais importantes e tradicionais do Brasil.
Teve inicio no século XVI, tendo maior notoriedade no final do século XX, quando
passou de amparo as demais atividades econdmicas para uma das principais (SORIO,
2018). O que torna a pecuédria leiteira verdadeiramente relevante € sua capacidade de se
transformar em meio de subsisténcia, sendo fonte de fluxo de caixa durante todo o ano,
provendo as necessidades basicas das familias (GDP, 2017). Devido ao fato de possuir
um grande impacto econémico no pais, a atividade leiteira no Brasil detém forte efeito na
geragéo de emprego e renda, demonstrando a importancia de um setor que vem passando
por grande comutacdo ao longo das Ultimas duas décadas (ROCHA et al., 2020).

Como fonte de nutrientes, os produtos lacteos sdo reconhecidos como um dos
pilares basicos da dieta na maioria dos paises (GDP, 2017). A proteina do leite é a mais
eficiente entre as proteinas animais quando comparada com a producdo por metro
quadrado de proteina consumivel por seres humanos. Possui quase o dobro da eficiéncia
da carne de frango e rivaliza com a proteina do milho (IANNOTTI, 2018). Cerca de 1
bilhdo de pessoas no mundo tem a producdo de leite como meio de subsisténcia.
Aproximadamente 10% da populacdo mundial depende diretamente da pecuaria leiteira.
816 milhdes de toneladas de leite séo produzidas anualmente pelo setor, sendo 44,44 litros
a média do consumo por individuo mundialmente (GDP, 2017).

Atualmente, o Brasil ocupa o 3° lugar no ranking mundial de produtores de leite
(FAO, 2021), ultrapassando uma producédo de 35 bilhGes de litros/ano, gerando uma
movimentacdo financeira superior a 68 milhdes de reais (IBGE, 2021). Minas Gerais,
apesar da queda na producéo, conforme o comparativo anual, continua na liderangca em
relacdo a producdo de leite nacional, produzindo uma média de 9,6 bilhdes de litros
(27,2%), sendo o principal estado responsavel pelo desempenho da regido Sudeste. Os
trés subsequentes estados em producdo de leite foram o Parand, representando 12,5% da
producéo nacional, Rio Grande do Sul (12,4%) e Santa Catarina (9%). Em se falando em

ranking municipal, dois municipios paranaenses lideraram esse ranking, sendo Castro em
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1° Jugar com 381,7 milhGes de litros e Carambei em 2° com 227,8 milhdes de litros.
Apesar disso, apos o0s dois municipios paranaenses, sete dos dez principais municipios
em producdo de leite no Brasil sdo mineiros (IBGE, 2021). O Parand possui uma
heterogeneidade em seus sistemas de producdo leiteria, marcada principalmente por
variaveis de gestdo de controle, escala de producdo como volume de leite, nimero de
animais e area de propriedade, tecnologia abrangendo desde a ordenha até resfriamento,
assim como as racas utilizadas (BANKUTI; CALDAS, 2018). Em se tratando da alta
heterogeneidade de escala de producdo e produtividade, a producdo entre as regides do
Parand varia de 7,1 L de leite/vaca/dia a 18,5 L de leite/vaca/dia. Via de regra, 0s sistemas
de producéo leiteira mais modernos e com maior produtividade e qualidade do leite estéo
localizados ao sul do estado, nas mesorregides Centro Leste, Oeste e Sudeste. A regido
nororeste, assim como as demais regides restantes, sao caracterizadas por uma producao
mais familiar (IPARDES, 2009). S&o escassos 0s estudos que determiam as racas leiteiras
de maior predominancia no Parand, em especial na Regido Noroeste do estado, no
entanto, nosso trabalho vai retratar sobre valores de referéncia em gado de raca Girolando,

gue € a de maior predominancia na regido.

4.2 O LEITE

Conforme o art. 475 do Decreto 1.812 de 08 de fevereiro de 1996, entende-se
por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta,
em condig¢Oes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de
outros animais deve denominar-se segundo a espécie de que proceda (BRASIL, 1996).
Em geral, o leite € composto por uma média de 100.000 tipos de moléculas diferentes,
Ihe conferindo um alto grau de complexidade (FONTANELI, 2001). Dessa forma, devido
a sua diversidade de constituintes em meio aquoso, segundo Fontaneli (2001), o leite pode
ser considerado: uma suspensdo coloidal de particulas de caseina, ou seja, micelas de
caseinas, ligadas ao célcio e fosforo; emulsdo de globulos de gordura e vitaminas
lipossollveis, encontradas em suspensdo e, solucdo de lactose, proteinas sollveis em
agua, sais minerais e vitaminas. Quando se fala no soro lacteo, em relagéo ao leite total,
a proporcao dos componentes se altera devido ao processo de retirada dos compostos

solidos do leite, permanecendo apenas uma porcentagem dos compostos no soro lacteo
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(ALMEIDA et al., 2013).

De acordo com o art. 5° da Instrugcdo Normativa 76/77, em vigor desde
novembro de 2018, o leite cru refrigerado deve apresentar os seguintes parametros de
composicao: teor minimo de gordura de 3,09/100g; teor minimo de proteina total de
2,90/100g; teor minimo de lactose anidra de 4,3g/100g; teor minimo de s6lidos nédo
gordurosos de 8,49/100g e teor minimo de solidos totais de 11,4g/100g (MAPA, 2018).
Isso, considerando o leite total, no entanto, quando ocorre a obtencao do soro lacteo, essa
constituicdo se altera, passando a ser 94,25% de agua, 0,8% de proteinas do soro, 4,30%
de lactose, 0,55% de minerais e 0,10% de gordura (OLIVEIRA 2009; OLIVEIRA et al.,
2012). Portanto, no soro lacteo é possivel analisar minerais e ions tais como o célcio total
(Ca) e ibnico (Cai), cloretos (ClI), ferro (Fe), magnésio (Mg), fosforo (P), sédio (Na) e
potassio (K), além de enzimas (fosfatase alcalina — ALP; gamaglutamiltransferase -
GGT), proteinas (proteinas de fase aguda e imunoglobulinas) e outros catabdlitos, tais

como a ureia.

4.3 ANATOMIA E FISIOLOGIA DA GLANDULA MAMARIA

A glandula maméria se origina do ectoderma embrionério (KLEIN, 2021) e o
desenvolvimento reflete o crescimento corporal geral até a puberdade (DAHL, 2020). O
estrogénio e o progesterona sdo os hormoénios dominantes relacionados ao crescimento
mamario, embora esteroides adrenais, somatotropina, prolactina e varios fatores de
crescimento locais também desempenhem esses papéis (DAHL, 2020). O ectoderma é
representado por espessamentos lineares paralelos na superficie ventral do abdome. A
continuidade da crista formada é quebrada em um ndmero propicio de botbes mamarios,
0s quais dardo origem as partes funcionais da glandula mamaria (KLEIN, 2021).

As células secretoras de leite se desenvolvem via proliferacéo de células epiteliais,
provenientes dos cordfes mamarios primarios. Tais células epiteliais formam estruturas
ocas, denominadas alvéolos, que sdo as unidades secretoras de leite fundamentais da
glandula mamaria. Ao mesmo tempo, uma grande area de epitélio se desenvolve na
superficie, sendo essa a conexao externa para 0 sistema interno de secrecdo de leite,
denominada de teto ou mamilo. Um sistema de ductos conecta os alvéolos ao mamilo,

permitindo que dessa forma o leite saia da regido de produgédo e armazenamento, para a
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regido de saida (regido externa) (KLEIN, 2021).

As vacas apresentam uma regido especializada para armazenamento do leite,
denominada cisterna. As cisternas ficam localizadas na parte ventral da glandula mamaria
e é la que desembocam todos os ductos principais. Essa estrutura permite que a vaca
sintetize e armazene quantidades de leite. Apesar disso, € importante ressaltar que a maior
parte do leite presente no momento da ordenha esta armazenado no sistema de ductos da
glandula maméaria (KLEIN, 2021).

A glandula maméaria da vaca possui quatro complexos mamarios, cada um
individualizado. Esses complexos se fundem em uma massa Unica, denominada Ubere. O
Ubere se divide em quatro regides denominadas quartos mamarios, cada qual com sua
abertura Unica. Um sulco intermamario mediano pronunciado delimia o Gbere em metade
direita e metade esquerda. O tecido conectivo entre 0s guartos mamarios anteriores e
posteriores de cada lado ndo é bem definido, no entento, é extremamente importante que
cada quarto mamario seja uma unidade separada, dessa forma, processos inflamatorios
como a mastite ficam restritos por unidade, tendo uma menor tendéncia a se dissiminar
por todo Ubere (KONIG; LIEBICH, 2021).

O Ubere apresenta tamanho e aparéncia variada dependendo da raga, assim como
da maturidade e do estagio funcional. No entanto, o tamanho néo é parametro correto para
determinacéo de escala de producao, apesar de que, certos aspectos de conformagéo tém
importancia no que diz respeito a ordenha. Forma, tamanho, posicédo dos tetos e formato
da extremidade dos mamilos sdo fatores de especial importancia, uma vez que, canais do
teto abertos, por exemplo, predispde a entrada de microrganismos e,consequentemente,
infeccbes ascendentes. Em contrapartida, canais do teto estreitos podem acarretar em
obstrucdes e/ou prejuizos no fluxo do leite. Para se alcancar a produtividade esperada
para as vacas, é necessario que o Ubere receba uma irrigagcdo sanguinea significativa. Se
estima que para a producdo de 1 litro de leite secretado, seja necessarios 600 litros de
sangue (KONIG; LIEBICH, 2021).

Apesar do desenvolvimento da glandula mamaria ter inicio prontamente com o
comeco da puberdade, ela permanece de forma subdesenvolvida até o momento da
gestacdo (KLEIN, 2021). Com a gestacéo, o crescimento mamario acelera sob os efeitos
sinérgicos de maiores concentragdes circulantes de estrogénio e progesterona (DAHL,

2020). O desenvolvimento do Ubere normalmente se torna evidente a partir da metade da
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gestacdo e a secre¢do de leite geralmente se inicia durante o periodo final, onde ocorre
um aumento na secrecdo da prolactina que resulta na formacéao do colostro. No momento
final da gestacdo, a glandula mamaria passa de uma estrutura composta principalmente
de estroma (tecido conjuntivo) para uma estrutura repleta de células alveolares capazes
de sintetizar e secretar o leite ativamente (KLEIN, 2021).

A inervacdo sensorial do teto e pele do teto é a parte que conduz informacdes do
arco reflexo neuro-hormonal, responsavel por iniciar e manter a lactacdo. A partir do
momento que as glandulas mamarias sdo estimuladas pela succdo do teto ou pela
massagem da pele, as fibras nervosas sensoriais carreiam os impulsos até o sistema
nervoso central. Esses impulsos provocam a produgdo de ocitocina no interior do
hipotalamo e sua liberacdo na circulacao sanguinea através da neuro-hipofise. A ocitocina
provoca a contracao de células mioepiteliais presentes nas paredes do conjunto de ductos
inseridos nas glandulas mamérias, fazendo, dessa forma, com que o leide “desga”. Esse
sistema pode ser antagonizado pela presenca da adrenalina, horménio secretado em
condicdes de estresse (KONIG; LIEBICH, 2021).

4.4 FISIOLOGIA DA LACTACAO

A lactacdo representa o processo que define os mamiferos como classe bioldgica.
O desenvolvimento dos mamiferos apds o nascimento depende, em grande parte, dos
nutrientes e defesas fornecidos pela mée através da secrecdo do colostro e do leite
(imunoglobulinas). Dessa forma, assim que se conclui o desenvolvimento gestacional do
feto, a glandula mamaria passa a substituir, de certa forma, a funcéo nutritiva e protetora
da placenta durante a gestacdo (SILVA, 2020).

O processo de sintese e secrecdo do leite pela glandula mamaria tem inicio no final
da gestacdo, coincidindo com o desencadeamento do parto (SILVA, 2020). Apds o parto,
a producdo e a secrecdo de leite sO prosseguem através de estimulo nos complexos
mamarios, como a succdo do teto e/ou massagem do quarto mamario com a lingua do
neonato, ativando o arco reflexo neuro-hormonal (KONIG; LIEBICH, 2021).

A prolactina é fundamental na secrecéo do leite ou lactogénese. Ela é liberada em
conjunto com a manipulacdo do teto ou por meio tanto da amamentacdo quanto do

processo de ordenha. Os estimulos realizados sdo direcionados ao hipotalamo, dessa
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forma, a sintese e liberacdo da dopamina (principal inibidor da secrecdo da prolactina)
sdo bloqueadas, ao passo que, 0s neurdnios no nicleo paraventricular sdo estimulados a
produzir e liberar o peptidio vasoativo intestinal, estimulador da liberacdo da prolactina.
Um pico curto da prolactina ocorre por volta do inicio da retirada do leite e os valores de
pico sdo atingidos geralmente 30 minutos apos o estimulo inicial. A principio ndo existe
a necessidade dos picos principais de prolactina serem estimulados a cada hora para a
manutencdo da lactacdo, uma vez que, um intervalo de liberacao de 12 horas (como ocorre
em associacdo a ordenha das vacas leiteiras) é suficiente para manter a lactogénese. A
medida que a lactacdo avanca, a resposta da prolactina em funcdo da quantidade de
horménio liberada apds o estimulo da glandula mamaria diminui (KLEIN, 2021).

Para que ocorra a liberacao do leite pelos alvéolos e ductos é necessaria a acdo de
células mioepiteliais presentes ao redor dos mesmos. Tais células sdo particularmente
responsivas a ocitocina e, sendo assim, contraem-se quando expostas ao horménio. A
sintese e liberacdo da ocitocina pela hipofise posterior sdo estimuladas pelo arco reflexo
neuro-hormonal, que envolve a estimulacdo do Ubere pela amamentacdo e/ou a
estimulacdo manual durante a higienizacdo do Ubere antes da ordenha. Esses estimulos
sensoriais do Ubere sdo direcionados através da medula espinhal para o hipotalamo. Os
neurbnios dos nucleos paraventricular e supradptico sdo impulsionados a sintetizar a
ocitocina e libera-la dos terminais nervosos que passam sobre a eminéncia mediana.
Outros estimulos sensoriais também podem acarretar na liberacédo de ocitocina, tais como
0 auditivo, o visual e o olfatério, que geralmente ocorrem proximo sala de ordenha
(KLEIN, 2021).

E importante ressaltar que, os estimulos que liberam a ocitocina (horménio que
inicia a parte passiva da lactogénese) sao diferentes dos estimulos que liberam a prolactina
(hormdnio que influéncia diretamente a lactogénese). Qualquer estimulo sensorial que a
vaca associe a ordenha possui 0 potencial de liberar a ocitocina. O reflexo neuro-
hormonal é estimulado na intencdo da retirada do leite devido ao ambiente (sala de
ordenha) ao qual o animal estd sendo exposto. A prolactina, no entanto, é liberada
somente por meio de estimulos tateis do Ubere. O que faz sentido, uma vez que, ndo ha
necessidade de estimular a sintese e liberagédo do leite se ndo houver evidéncia de retirada
do leite (estimulagéo do ubere). O leite retirado durante a ordenha manual é retido no teto

e forcado para fora, enquanto que o leite retirado mecanicamente se desloca por sucgéo

16



(KLEIN, 2021).

4.5 CURVA DE LACTACAO

A producéo de leite bovino pode ser descrita por uma curva de lactacdo, formada
por equacOes que definem a producgdo de leite de acordo com os dias ap6s o parto e a
producdo diaria. Tais equacdes levam em consideracdo a producdo de leite diaria, a
quantidade de dias ap0s o parto, o nivel de producéo, a taxa de crescimento da producéo
até o pico de lactagdo e a taxa de declinio ap6s o pico. Essas informagdes auxiliam no
entendimento da producdo geral do rebanho, assim como a producéo individual por
animal, auxiliando na implementacdo de estratégias para uma producdo mais eficaz nas
propriedades (LI et al., 2022).

A curva de lactacdo tem como principal caracteristica uma fase crescente, que se
estende proximo de 35 dias ap6s o parto, uma fase de pico, que é representada pela
producdo maxima observada, e uma terceira fase de declinio que se estende até o final da
lactacdo. Porém, existem certas propriedades da curva de lactacdo que determinam sua

forma, tais como a persisténcia e o pico da lactagdo (ALI; SCHAEFFER, 1987).

4.6 COMPOSTOS DO LEITE

Os principais constituintes do leite total incluem as proteinas (caseina, alfa-
lactolbumina, albumina sérica e imunoglobulinas), acUcares (lactose), gorduras
(especialmente na forma de triglicerideos), vitaminas em geral, eletrélitos e minerais (Ca,
K, P, Mg e Zn) e citratos (SILVA, 2020).

A sintese e a liberacdo do leite ocorrem através das células alveolares (KLEIN,
2021) e é resultado de uma combinacéo de aporte de nutrientes endogenos e exdgenos.
Portanto, tanto a mobilizacéo de reservas organicas enddgenas quanto a nutricdo exogena
sd0 essenciais para suprir as demandas nutricionais e garantir a sintese adequada dos
compostos do leite (FANTONELLI, 2001).

As células alveolares sintetizam a gordura, proteinas e carboidratos e direcionam
0 produto para dentro da luz dos alvéolos. Inicialmente as gotas de gordura se acumulam

no citoplasma basal da célula e entdo se deslocam para o apice, onde se conduzem para 0
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lumen alveolar. A membrana da célula se fecha na base da gota de gordura, entdo a
gordura se dispersa no leite em pequenos globulos, envolvidos pela membrana celular; o
glébulo normalmente contém porgées de citoplasma celular (KLEIN, 2021).

As proteinas do leite sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico. As moléculas
de caseina passam para o aparelho de Golgi e |4 sdo fosforiladas e organizadas em micelas
dentro das vesiculas de Golgi. A lactose também é sintetizada dentro das vesiculas de
Golgi e é liberada adjunta com as proteinas do leite. O processo de liberacdo das proteinas
e dos carboidratos € diferente da gordura. No caso, as vesiculas de Golgi se unem a
membrana da célula, e a liberacdo das proteinas e dos carboidratos ocorre por exocitose.
Ainda ndo se sabe ao certo com que frequéncia as células passam pelos ciclos de sintese
e liberacdo de compostos, no entanto, estes podem ocorrer duas vezes por dia,
principalmente nas vacas leiteiras que possuem duas ordenhas diarias (KLEIN, 2021).

Durante a lactacgdo, o leite sofre uma variacdo consideravel em sua composicao.
Alguns estudos demonstram que o teor de gordura no leite total tende a ser maior no final
da lactagdo do que no comeco, acontecendo 0 mesmo com o teor de proteinas
(GONZALEZ et al., 2001). Dias et al. (2017) observaram que a concentracéo de extrato
seco desengordurado (ESD), que representa a porcao solida do leite, com excecdo da
gordura, foi maior em vacas no inicio da lactacdo. Observaram também que o teor de
caseina (proteina em maior quantidade no leite total) se apresentou maior nos animais de
final de lactacdo e que, valores de ureia, se apresentavam maiores a partir do 90° dia de
lactacdo, comprovando a alteracdo fisiologica dos compostos ao longo da lactagdo. Outro
composto que sabidamente sofre alteracdo € a lactoferrina, proteina de defesa que tem a
tendéncia de ter uma maior concentracdo no final de lactacdo, quando inicia a involugéo
da glandula mamaria (NORO, 2001).

Em relacdo ao soro lacteo, 0 mesmo se trata da parte liquida remanescente apds a
coagulacao do leite. Sua composicao difere da do leite total, principalmente porque a
maior parte da caseina é removida durante o processo de coagulacdo. Geralmente contém
0s seguintes componentes: agua, lactose, proteinas sollveis, sais minerais e gordura. Em
relacdo aos solidos totais do soro lacteo, aproximadamente 70% sdo compostos por
lactose e 20% sé&o constituidos pelas proteinas soluveis. Essas propor¢des podem variar
dependendo do processamento do soro lacteo (REVILLION et al., 2000; OLIVEIRA,
2009; ZIEGLER; SGARBIERI, 2009). A dindmica e as interagcdes especificas dos
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componentes do soro lacteo ainda séo areas de estudo em constante desenvolvimento.
Embora haja uma compreensdo geral dos constituintes presentes no soro lacteo, as
interacbes entre esses componentes e 0S mecanismos subjacentes ainda ndo sao

completamente compreendidos.

4.7 ALTERACOES NOS COMPOSTOS DO LEITE POR AFECCAO PATOLOGICA
DA GLANDULA MAMARIA (MASTITE)

Como resultado da resposta inflamatéria, durante a mastite sdo observadas
intensas mudancgas nas concentracbes tanto dos principais componentes (proteina,
gordura e lactose) quanto dos componentes encontrados em menores niveis no leite
(minerais e enzimas). Estas mudancas ocorrem devido a reducdo na secrecdo de
componentes do leite que séo sintetizados na glandula mamaria e também decorrente do
aumento de permeabilidade capilar (SILVA et al., 2000).

Em animais com mastite ocorre aumento na concentracdo de proteinas de origem
sanguinea durante a inflamacdo, com concomitante reducdo na concentracdo de caseina
do leite, resultando, assim, em altera¢fes minimas na concentracéo de proteina total no
leite. No leite com altas CCS ocorrem aumentos na concentracao de albumina sérica e na
concentracdo de imunoglobulinas nos quartos afetados (FONSECA; SANTQOS, 2001).
Paralelamente ao aumento na concentracdo de proteinas séricas, ocorre diminuicdo na
concentracdo de caseina do leite com altas CCS. Esse fenbmeno ocorre principalmente
devido a degradacdo da caseina pelas proteases de origem bacteriana, dos leucécitos e do
sangue. Adicionalmente, a reducéo na concentracdo de caseina do leite com altas CCS
pode, em parte, ser explicada pela reducdo da capacidade de sintese e secrecdo de caseina
devido ao dano causado no epitélio secretor por toxinas bacterianas (FONSECA;
SANTOS, 2001).

Sobre as enzimas GGT e ALP, poucos estudos foram realizados, no entanto,
Pozzatti et al. (2016) encontraram evidéncias de que em quadros de mastite, onde hé alta
contagem de células somaticas, ocorre elevagdo da concentracdo de fosfatase alcalina e
de gamaglutamiltransferase no leite.

O potassio, que é o mineral mais abundante no leite, sofre diminuicdo da sua

concentracdo devido a sua passagem do leite para 0 sangue através do epitélio lesionado.
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De maneira inversa, a concentracao do sodio e os cloretos encontram-se aumentados, uma
vez que as concentragdes no sangue séo normalmente maiores que as do leite (AULDIST
et al., 1995; FONSECA; SANTOS, 2001). Com relacdo a concentracdo total de calcio,
pode ocorrer diminui¢do na concentracdo desse mineral no leite com altas CCS, uma vez
que nessa situacdo ha reducdo da sintese de caseina, estando a maioria do célcio do leite
incorporado em micelas desta (NEVILLE; WATTERS, 1983; FONSECA; SANTOS,
2001).

As perdas de leite associadas a uma alta CCS em vacas sdo uma consequéncia da
resposta inflamatdria da glandula mamaéria bovina contra a injuria causada por patdgenos
que sdo os causadores da mastite (HORTET; SEEGERS, 1998; SEEGERS et al., 2003).
As alteracOes de concentracfes de componentes do soro lacteo, como ions K, Na, Cl,
decorrentes da mastite subclinica (FONSECA; SANTOS, 2001), podem ser detectadas
no soro lacteo. No entanto, para isto, é necessario utilizar como base valores de referéncia
confidveis. Neste sentido, os compostos do leite se alteram de forma fisiol6gica durante
as fases de lactacdo, como demonstrado por PIZAURO et al. (2014) e, portanto, sdo
necessarios valores de referéncia bem definidos para cada trimestre de lactacdo, para que
seja possivel, através da comparacdo de resultados com vacas com mastite, definir de
forma eficaz um diagnoéstico para a patologia, sendo uma nova opcéo de diagndstico para

os clinicos.

4.8 IMPORTANCIA DE SE DETERMINAR VALORES DE REFERENCIA

Um problema recorrente de laboratérios de diagndstico veterinario é o
estabelecimento de valores de referéncia para uma determinada caracteristica. Esse
intervalo de referéncia nada mais é que uma faixa de valores provaveis dessa
caracteristica em animais considerados saudaveis. Valores fora deste intervalo séo
sugestivos de alteracfes da salde, ou seja, se assume que, se 0s animais sdo saudaveis,
seus valores de referéncia relacionados a uma determinada variavel terdo uma forma de
distribuicdo, enquanto que, os valores de animais ndo saudaveis terdo uma distribuicao
diferente (LUMSDEN; MULLEN, 1978).

O estabelecimento de valores de referéncia é uma fungdo muitas vezes

subestimada. Os resultados obtidos em laboratério e, os valores de referéncia com os
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quais vao ser comparados, dependem de uma infinidade de fatores relacionados a natureza
e criacdo, tais como raca, idade, sexo, dieta, peso corporal, gestacdo, uso de
medicamentos, sazonalidade, estado reprodutivo, forma da coleta das amostras, manuseio
e armazenamento de amostras e a metodologia utilizada (BLANKESTEIN, 2015). Tanto
na medicina humana, quanto na medicina veterinaria, uma questéo adicional é a incerteza
do estado de satde do grupo ou individuo de referéncia, uma vez que, as definigdes de
“aparentemente saudavel” ou “autodeclarado saudéavel” deixam espago para uma
interpretacdo mais ampla do que o desejado. Embora, em muitos casos, a satde do grupo
de referéncia seja ainda comprovada pela demonstracdo de que os resultados de outros
exames laboratoriais, por exemplo, aqueles que refletem doencas da tireoide, figado ou
rins, sdo normais, a saude de um individuo designado para o grupo de controle pode
muitas vezes ndo ser estabelecido com certeza (BLANKESTEIN, 2015; WHITEHEAD
etal., 2015).

A determinagéo de valores de referéncia ocorre estreitamente na intengéo de se
distinguir através dos resultados obtidos, o status de salde ou doenca. Para que isso
ocorra, € necessario comparar os resultados obtidos de testes realizados no individuo do
qual deseja se descobrir o status da caracteristica em questdo, com os valores
reconhecidos como valores de referéncia. No entanto, a principal dificuldade em se obter
um valor de referéncia é a variacdo bioldgica e fisioldgica existente das concentracdes
dos constituintes regulados por processos homeostaticos no corpo. 1sso acarreta
dificuldades na determinacdo de intervalos de referéncia adequados para numerosos
parametros de diagnostico (AARSAND et al., 2018).

Na medicina humana onde apenas uma espécie esta envolvida, a determinacao de
valores de referéncia estd em estadgio de desenvolvimento em diversos setores e
especializacBes. Na medicina veterinaria ocorre uma maior dificuldade, principalmente
devido as diversas espécies e ragas (LUMSDEN; MULLEN, 1978). Em se tratando da
bovinocultura leiteira brasileira, assim como as regides sdo diversas em suas
sazonalidades, os tipos de manejo e as racgas utilizadas para producdo de leite séo
totalmente heterogéneas. As ragas geralmente séo escolhidas dependo da sua capacidade
de se adaptar a regido de destino e o nivel de producéo. No Brasil, elas sdo basicamente
divididas em dois grandes grupos, 0s zebuinos e os taurinos/europeus, sendo os zebuinos

caracterizados por uma maior rusticide, capacidade de adaptacdo e producdo moderada,
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enquanto que os taurinos se destacam no nivel de producdo, porém deixam a desejar na
resisténcia ao ambiente e seus desafios. O Parang, estado de destaque em producéo de
leite, é caracterizado por sua heterogeneidade de producao, no entanto, por ser um estado
de clima considerado temperado, é capaz de alojar com qualidade bovinos de origem
taurina, onde conseguem se desenvolver sem grandes desafios. A raga taurina de maior
predominancia na producdo leiteira brasileira e paranaense é a Holandesa, enquanto que
a zebuina é a Gir. Na busca de animais de maior producao e resisténcia, € comum o
cruzamento entre essas racas, que dao origem aos Girolandos, animais com nivel de
producdo consideravel e ao mesmo tempo rusticidade ao ambiente.

Essa heterogeneidade ndo se reflete s6 na questdo do nivel de producdo e
rusticidade. Em se tratando de exames laboratoriais e IRs, esses sdo fatores que provocam
alteracdes, assim como o tipo de manejo e alimentacdo, uma vez que, dependendo da
dieta (assim como os seres humanos), o animal vai apresentar em suas analises do leite
ou sangue, resultados naturais para cada tipo de criagdo no qual esta inserido e, caso seja
comparado com animais de outras regides e racas, vao dar divergéncias de valores,
podendo acarretar em erro de interpretacdo. E isso é uma das questbes de maior
dificuldade para se estabelecer IRs, uma vez que existe diversas racas e tipos de criacao.
Levando em consideracdo essa heterogeneidade, é necessario que se estabeleca valores
de referéncia para cada categoria de animais, uma vez que, a confiabilidade diminui
quando se utiliza IRs de uma raca para outra, de uma certa idade para outra, de animais
com uma determinada dieta para outra e animais em diferentes fases de lactacdo, pois o
risco de estar cometendo um erro de interpretacdo é consideravel, uma vez que ndo sao
animais do mesmo grupo.

Portanto, apesar da dificuldade, o estabelecimento desses valores de referéncia nas
espécies e categorias dentro dessas espécies se faz necessario. Na bovinocultura leiteira,
¢ escasso e quase inexistente trabalhos referentes a determinacdes de valores de
referéncias para compostos do leite total e soro lacteo, em especial, levando em
consideracdo as fases da lactacdo bovina. Pensando nesse intuito, o trabalho busca
determinar valores de referéncia de ions e minerais (Na, K, Cai, e Cl), em um grupo de
fémeas bovinas da raca Girolando, da Regido Noroeste do estado do Parana, servindo

como um impulso para novos estudos nessa area.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 PRIMEIRA ETAPA: AVALIACAO DA INFLUENCIA DAS FASES DE
LACTACAO, NO SORO LACTEO, NAS CONCENTRACOES DE SODIO,
POTASSIO, CALCIO IONICO E CLORETOS

5.1.1 Critérios de Inclusdo dos Animais, Selecdo da Propriedade de Coleta e Distribuicdo

dos Grupos Experimentais

Inicialmente, foram selecionadas fémeas bovinas seguidos os critérios relatados
abaixo:

1°) Fémeas bovinas que possuiam as quatro glandulas mamarias.

2°) Fémeas bovinas até no maximo cinco crias.

3°) Fémeas bovinas entre 15 e 305 dias de lactacéo.

As coletas das amostras de leite foram realizadas em vacas da raga Girolando, raga
de eleicdo na propriedade de escolha. Tal raca é caracterizada pela excelente capacidade
de regulacdo de temperatura corporal, habito de pastejo e capacidade ruminal, fatores
esses que lhe atribuem grande resisténcia e adequacdo aos diversos tipos de ambiente
(RUAS, 2004). A dieta destinada aos animais no periodo da coleta consistia em farelo de
arroz, milho moido, silagem de milho, farelo de soja, BOVIGOLD® CRINA® e pré-
secado de tifton (Cynodon spp.). Além disso, antes das coletas, foi averiguado a data dos
partos ou dias em lactacdo (DEL), data da secagem das vacas selecionadas, nimero de
animais em lactagéo e produgdo mensal dos animais.

A propriedade selecionada era localizada no municipio de Marilena, situada na
Regido Noroeste do Estado do Parand, possuindo um sistema de instalagdo de Compost
Barn, que consiste em um extenso espaco fisico, revestido de serragem ou palha de arroz,
destinado ao descanso das vacas, sendo um local confortavel e seco durante o ano
(GUIMARAES, 2018). Essa regido é caracterizada por verdes quentes (média de 27°C) e
invernos mais amenos (média de 15°C a 20°C) e indices pluviométricos em maior

concentracdo no verdo e consideravelmente seco no inverno (NITSCHE et al., 2019).
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Para ser incluida na pesquisa, a propriedade precisou seguir 0s seguintes critérios: realizar
a medicdo da quantidade de leite produzida por animal diariamente; possuir medidor
manual ou eletrdnico; fazer ao menos duas ordenhas por dia e possuir Contagem de
Células Somaticas (CCS) abaixo de 500.000 (IN76/77) no tanque nos Gltimos trés meses,
sendo essa Ultima informacdo, obtida através de relatério enviado ao produtor pelo
laticinio de destino.

As coletas foram realizadas mensalmente ao longo de uma lactacdo completa (305
dias). Antes da coleta, foram realizadasexame fisico geral e da glandula mamaria, teste
da caneca telada do fundo escuro (CTFE) e o teste California Mastitis Test (CMT). Assim
sendo, foram coletadas amostras de leite somente de fémeas que ndo apresentaram
alteracdes no exame clinico e na glandula mamaria, assim como resultados negativos para
o teste da CTFE e CMT. As amostras coletadas foram posteriormente enviadas para
realizacdo da contagem de células somaticas (CCS) e para analise microbiolégica, sendo
que apenas as amostras com CCS<200.000 células/mL e negativas para 0 exame
microbiologico foram incluidas no estudo. Assim, ap0s a realizacdo de todos estes
processos, as amostras foram divididas em trés grupos experimentais sendo eles:

Grupo 1 (G1): Amostras de leite de quartos mamarios de fémeas sadias (CTFE
negativo, CMT negativo, CCS<200.00 células/mL e exame microbiol6gico negativo) do
primeiro trimestre de lactacdo (1° ao 3° 0 més de lactacao)

Grupo 2 (G2): Amostras de leite de quartos mamarios de fémeas sadias (CTFE
negativo, CMT negativo, CCS<200.00 células/mL e exame microbioldgico negativo) do
segundo trimestre de lactagéo (4° ao 6° 0 més de lactacéo)

Grupo 3 (G3): Amostras de leite de quartos mamarios de fémeas sadias (CTFE
negativo, CMT negativo, CCS<200.00 células/mL e exame microbioldgico negativo) do

terceiro trimestre de lactagdo (7° ao 9° 0 més de lactacao).

5.1.2 Coleta das Amostras de Leite

As coletas seguiram a seguinte cronologia abaixo:

1. Exame fisico do animal: As fémeas bovinas foram avaliadas quanto ao seu

estado fisico, devendo as mesmas se apresentarem saudaveis, ou seja, sem alteracoes
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aparentes ao exame fisico, com escore corporal adequado e com temperatura retal dentro
da normalidade.

2. Exame fisico dos quartos mamarios: inicialmente realizou-se a avaliacdo da
pele do Ubere e tetos, observando a ocorréncia de leses como Ulceras, descamacdes,
papilomas ou fistulas, assim como altera¢cdes na coloracdo como congestdo e cianose.
Posteriormente foi avaliado o Ubere como um todo, verificando a presenca de alteracdes
de dimensdo (aumento/diminuicdo, generalizado/localizado) e de formato (insercéo,
profundidade, assimetria ou relaxamento de ligamentos). Nas avaliacbes foram
consideradas a integridade dos quatro quartos mamarios, a ocorréncia de tetos
supranumerarios e suas extremidades. As inspecOes e avaliaces em geral, foram
realizadas por meio de palpacédo dos tetos e do Ubere, avaliando cada unidade para aferir
consisténcia, temperatura e sensibilidade. Foi observado também a provavel ocorréncia
de nddulos no parénquima glandular e realizada a tragdo da pele do Ubere para verificar a
presenca de edema.

3. Teste da caneca telada de fundo escuro (CTFE): através dos trés primeiros jatos
de leite de cada quarto mamario foram verificadas a presenca de grumos, codgulos e/ou
pus, 0 que consequentemente caracteriza a presenga de mastite clinica.

4. California Mastitis Test (CMT): A realizacdo do teste depende da adi¢do de
detergente anidnico (alquil- aril-sulfonato de sodio) ao leite, no qual a reacdo formada
resulta no rompimento da membrana de leucdcitos, aumentando a viscosidade. Portanto,
apos a realizacdo do teste da caneca telada de fundo escuro, foi coletado 1 mL de leite de
cada teto em recipiente proprio (raquete) para a analise e posteriormente adicionado 1 mL
de reagente, gerando 2 mL de amostra por recipiente na raquete. Para eficaz reacéo, foram
realizados movimentos circulares e inclinagdo da raquete, para assim ser possivel
visualizar a viscosidade. A interpretacdo dos resultados foi dividida em amostras
negativas e positivas (+, ++ e +++).

5. Antissepsia dos quartos mamarios: foi realizada por meio de pré-dipping e
subsequentemente secagem com papel toalha e limpeza da extremidade do teto e esfincter
com algoddo embebido em alcool 70%. Ao final da antissepsia, foi dispensado um jato

de leite e posteriormente coletada uma amostra para microbiologia (tubo falcon estéril).
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6. Posteriormente, coletou-se amostras de 15 mL de leite em tubo falcon para a
analise do perfil bioquimico sérico do soro lacteo e outros 30 mL de leite em frascos

préprios, com conservante, para envio e realizacdo da CCS.

5.1.3 Transporte e Armazenamento das Amostras

As amostras coletadas foram armazenadas em caixa térmica contendo gelo
reciclavel, em temperatura media de 5 a 7°C.

As amostras para realizacdo dos exames microbiol6gicos e do perfil bioquimico
do soro lacteo foram direcionadas ao Laboratério de Analises Clinicas do Departamento
de Medicina Veterinaria, UEM/Campus Regional de Umuarama, onde foram congeladas
a -20°C até o momento da realizacdo das andlises (para a realizacdo do exame
microbioldgico) e dessoradas e o soro lacteo congelado a -20°C até o momento da
realizacdo das analises (para a realizacdo do perfil bioquimico do soro lacteo).

As amostras para analise da CCS foram imediatamente enviadas ao Laboratorio
de Fisiologia da Lactagdo “Lair Antonio de Souza” (LAFLA), da Clinica do Leite, no
Departamento de Produg¢ao Animal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

- USP/Piracicaba, SP, para realizacdo da contagem de células sométicas (CCS).
5.1.4 Andlises Laboratoriais
5.1.4.1 Cultivo bacterioldgico do leite e identificacdo de bactérias

O leite coletado de forma asséptica de cada quarto mamario (1 mL), visando o
cultivo bacterioldgico e a identificacdo qualitativa das bactérias, foi semeado nos meios
de agar sangue bovino desfibrinado 5% e agar MacConkey, e mantidos a 37°C, em

condicOes de aerobiose, com leituras diarias durante 72 horas.Os microrganismos foram

identificados segundo as caracteristicas morfo-tintoriais, bioquimicas e de cultivo.

5.1.4.2 Analise do Perfil Bioquimico do Soro Lacteo
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5.1.4.2.1 Obtencdo das amostras de soro lacteo

Para obtencdo do soro, foi necessario realizar a coagulacdo do leite através da
adicdo de renina (Coalho Estrella, Chr. Hansen Brasil Ind. e Com. Ltda, Valinhos, Sdo
Paulo, Brasil), utilizando a técnica descrita por SANT ANA & BIRGEL (2003). Apds
adicionar a renina, as amostras foram submetidas a banho-maria a 37°C durante 20
minutos e, em seguida, foram centrifugadas durante 10 minutos a 4.500rpm. O soro lacteo

obtido foi congelado até a realizacdo das analises.

5.1.4.2.2 Anélise do perfil bioquimico do soro lacteo: concentracdo de Na, K, Cai eCl

A concentracdo dos ions foi obtida através de andlise no soro lacteo. As leituras
das amostras foram executadas em espectrofotdmetro semiautomatico (Labquest, Labtest
Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brasil), com luz de comprimento de onda apropriado para
cada teste. Foram definidas quatro variaveis, sendo elas: calcio ionizado (Cai), sodio (Na)
e potassio (K), analisados pelo método de ions seletivos, em analisador automatico (9180
ElectrolyteAnalyzer, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) e os cloretos (Cl),
utilizando o kit reagente comercial da marca Labtest.

5.1.4.3 Realizacdo da Contagem de Células Somaticas (CCS)

A contagem de células somaticas serd realizada pelo método automatico com
contador eletrénico infravermelho. Este aparelho emprega citometria de fluxo com laser

para determinar o conteido de células somaticas na amostra de leite.

5.1.5 Analises estatisticas

As variaveis foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de
Tukey para comparacdo entre pares de médias, ao nivel de 5% de significancia. As
analises estatisticas foram efetuadas com auxilio de um programa estatistico

computadorizado (Graphpad Prism Versao 9.1).
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5.2 SEGUNDA ETAPA: CONSTITUICAO DE VALORES DE REFERENCIA, NO
SORO LACTEO, PARA CONCENTRACOES DE SODIO, POTASSIO, CALCIO
IONICO E CLORETOS, CONSIDERANDO AS FASES DE LACTACAO

A partir dos dados avaliados na etapa 1, foram gerados os valores de referéncia
para teores de cloretos, sodio, potassio e calcio idnico, nos trimestres de lactacdo. Para
isso, foi utilizado programa estatistico especifico para célculo destes valores. Assim
sendo, os IRs foram determinados de acordo com as diretrizes da Sociedade Americana
de Patologia Clinica Veterinaria (ASVCP) (FRIEDRICHS et al., 2012). O teste de
Anderson-Darling foi utilizado para avaliar a normalidade da distribuicdo com p<0,05 e
o teste de Dixon e de Tukey (3xIQR, 1,5xIQR) foram utilizados para identificar “outliers”
(Reference Value Advisor - RVA) (GEFFRE et al., 2011). Os limites inferior e superior
do IR e IC 90% foram determinados utilizando dados ndo transformados se a distribuicéo
dos dados foi normal (Gaussiana) ou simétrica mais ndo Gaussiana. Quando a distribuicéo

ndo foi simétrica, realizou-se transformacdo Box-Cox para normalizar os dados.

Apos realizacdo das andlises estatisticas, foi disposto em tabelas, para cada
parametro estudado, os resultados da estatistica descritiva (média, desvio padrao,
mediana, valores minimos e maximos) e os valores de intervalo de referéncia (limite
inferior com 90% de intervalo de confianc¢a; limite superior com 90% de intervalo de

confianca).
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6 RESULTADOS

6.1 PRIMEIRA ETAPA: AVALIACAO DA INFLUENCIA DAS FASES DE
LACTACAO, NO SORO LACTEO, PARA CONCENTRACOES DE SODIO,
POTASSIO, CALCIO IONICO E CLORETOS, CONSIDERANDO AS FASES DE
LACTACAO

Inicialmente, foram coletadas 924 amostras, de 231 vacas da raca Girolando. No
entanto, apos a exclusdo de animais e de amostras, seguindo o0s critérios expostos na
sessdo materiais e métodos, foram incluidas 280 amostras de leite (soro lacteo) no
experimento (quantidade geral), sendo 64 amostras no G1, 46 amostras no G2 e 170

amostras no G3.

6.1.1. Influéncia das Fases de Lactacdo nas Concentragdes de Sédio (Na)

Em relacdo ao teor de Na, observou-se menores concentracdes no segundo
trimestre de lactacdo (G2), quando comparado com o G1 e G3, fazendo com que esse
periodo da lactacdo se diferenciasse estatisticamente dos demais periodos, como
observado na Tabela 1 e Figura 1.

Tabela 1 — Comparacdo do perfil bioquimico da concentracdo de Sddio (Na) de amostras de soro
lacteo provenientes de quartos mamarios de vacas Girolando, higidas, coletadas no primeiro (G1),
segundo (G2) e terceiro (G3) trimestres de lactacao.

i - DESVIO VALOR VALOR
VARIAVEL UNIDADE GRUPOS MEDIA PADRAO MINIMO MAXIMO
Gl 165 A 33,0 120 276
Na mEq/L G2 141 B 27,0 76,0 165
G3 160 A 16,0 129 189

Siglas: mEg/L (milequivalente/litro).
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Figura 1 — Representacdo grafica da dindmica da concentracdo de Sodio (Na) no soro
lacteo de amostras provenientes de quartos mamarios de vacas Girolando, higidas,
coletadas no primeiro (G1), segundo (G2) e terceiro (G3) trimestres de lactacdo. Siglas:
mEg/L (milequivalente/litro).

6.1.2. Influéncia das Fases de Lactacdo nas Concentrac6es de Potassio (K)

De forma diferente, para o teor de K observou-se diferencas estatisticas entre o
primeiro e segundo trimestre (G1xG2). No entanto, é possivel observar que suas
concentracdes se reduziram no inicio e no final da lactacdo (G1xG3), enquanto que no

segundo trimestre (G2) houve um aumento (Tabela 2 e Figura 2).

Tabela 2 — Comparacédo do perfil bioquimico da concentracdo de Potassio (K) de amostras de soro
lacteo provenientes de quartos mamarios de vacas Girolando, higidas, coletadas no primeiro (G1),
segundo (G2) e terceiro (G3) trimestres de lactagéo.

DESVIO VALOR VALOR

VARIAVEL  UNIDADE GRUPOS MEDIA PADRAO MINIMO MAXIMO

Gl 340A 4,40 25,8 42,0
K mEq/L G2 38,0B 3,40 31,8 43,8
G3 35,0 AB 6,00 20,7 46,8

Siglas: mEg/L (milequivalente/litro).
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Figura 2 — Representacdo grafica da dinamica da concentracdo de Potassio (K) no soro
lacteo de amostras provenientes de quartos mamarios de vacas Girolando, higidas,
coletadas no primeiro (G1), segundo (G2) e terceiro (G3) trimestres de lactacdo. Siglas:

mEg/L (milequivalente/litro).

6.1.3. Influéncia das Fases de Lactacdo nas Concentracdes de Calcio I6nico (Cai)

O Cai apresentou concentragdes estatisticamente maiores no primeiro trimestre de
lactacdo em relacdo ao segundo (G2) e terceito trimestres (G3). JA 0 G2 e G3
evidenciaram resultados semelhantes (Tabela 3 e Figura 3). Avaliando a Figura 3, a
linha de tendéncia nos mostra que as concentragdes tendem a diminuir do primeiro
trimestre de lactacdo para o segundo e terceiro trimestres.

Tabela 3 — Comparagéo do perfil bioquimico da concentracéo de Célcio 16nico (Cai) de amostras de

soro lacteo provenientes de quartos mamarios de vacas Girolando, higidas, coletadas no primeiro
(G1), segundo (G2) e terceiro (G3) trimestres de lactagéo.

DESVIO VALOR VALOR

VARIAVEL  UNIDADE  GRUPOS MEDIA PADRAO MiNIMO MAXIMO

Gl 3,70 A 0,71 2,34 4,80
Cai mEg/L G2 3,10B 0,72 2,01 4,05
G3 3,10B 0,85 1,68 5,16

Siglas: mEg/L (milequivalente/litro).
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Figura 3 — Representacdo grafica da dinamica do Calcio I6nico (Cai) no soro lacteo de
amostras provenientes de quartos mamarios de vacas Girolando, higidas, coletadas no
primeiro (G1), segundo (G2) e terceiro (G3) trimestres de lactacdo. Siglas: mEg/L
(milequivalente/litro).

6.1.4. Influéncia das Fases de Lactacdo nas Concentracfes de Clorestos (CI)

Avaliando a Tabela 4 e o Figura 4, observa-se que as concentracdes de Cl foram
estatisticamente maiores no G1 em relacéo aos grupos G2 e G3, sendo que 0s grupos G2
e G3 ndo diferiram entre si. Assim, o Cl apresentou uma dinamica semelhante ao Cai.

Avaliando o Figura 4, podemos observar como ocorre a dindmica desse ion,
sendo evidente a decaida de suas concentragdes conforme o trimestre de lactagdo. A linha
de tendéncia nos mostra que, apesar de as concentracdes do Cl aumentarem no final da

lactacdo (G3), ainda sim, sua tendéncia é ser menor que no inicio da lactag&o.
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Tabela 4 — Comparacao do perfil bioguimico da concentracdo de Cloreto (Cl) de amostras de soro
lacteo provenientes de quartos mamarios de vacas Girolando, higidas, coletadas no primeiro (G1),
segundo (G2) e terceiro (G3) trimestres de lactacéo.

DESVIO VALOR VALOR

VARIAVEL  UNIDADE GRUPOS MEDIA PADRAO MiNIMO MAXIMO

Gl 197 A 34,0 126 320
Cl mEq/L G2 173B 27,0 104 215
G3 182B 23,0 122 234

Siglas: mEg/L (milequivalente/litro).
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Figura 4 — Representacdo grafica da dindmica da concentracdo de Cloretos (CI) no soro
lacteo de amostras provenientes de quartos mamarios de vacas Girolando, higidas,
coletadas no primeiro (G1), segundo (G2) e terceiro (G3) trimestres de lactacdo. Siglas:
mEg/L (milequivalente/litro).

6.2 SEGUNDA ETAPA: DETERMINACAO DE VALORES DE REFERENCIA, NO
SORO LACTEO, PARA CONCENTRACOES DE SODIO, POTASSIO, CALCIO
IONICO E CLORETOS, CONSIDERANDO AS FASES DE LACTACAO

Os IRs foram determinados de acordo com as diretrizes da Sociedade Americana
de Patologia Clinica Veterinaria (ASVCP) (FRIEDRICHS et al., 2012), sendo gerados



utilizando o programa “Reference Value Advisor”, programa estatistico especifico para
célculo de IRs. Utilizando o programa estatistico, foi possivel gerar 16 IRs, sendo possivel
calcular os limites inferior e superior com 90 % de CI. Assim, para cada variavel estudada,
foram gerados quatro IRs, sendo eles: um IR Geral, sem divisdo de dados por trimestres
de lactacéo, e trés outros IRs, separando os trimestres de lactacdo (G1, G2 e G3) (Tabela
5).

Inicialmente, todos os IR foram gerados assumindo que os dados se encaixavam
em uma distribuicdo Guassiana. Para isto, utilizou-se dados néo transformados (URD).
No entanto, quando o teste de Anderson-Darling apontou que a distribui¢do dos dados
ndo foi Gausiana, realizou-se um ajuste logaritmo na tentativa de transformar os dados
em uma distribuicdo Gausiana. Nestes casos, quando um novo teste Anderson-Darling
apontou que a distribuicdo dos dados foi considerada Gausiana, os valores de referéncia
foram calculados utilizando-se dados transformados por Box-Cox (BCTRD).

Assim sendo, foi possivel calcular os valores de referéncia utilizando dados ndo
transformados (URD) apenas para os parametros Na e Cl, ambos para amostras do
segundo trimestre de lactacdo (G2). Os demais intervalos de referéncias foram calculados
utilizando dados transformados por Box-Cox (BCTRD) (Tabela 5; Figuras 1, 2, 3 e 4).
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Tabela 5 — Estatistica descritiva e limites inferiores e superiores dos IRs para concentragdo de
Na, K, Cai e ClI, no soro lacteo proveniente de quartos mamarios de vacas da raca Girolando,
higidas, no primeiro (G1), segundo (G2) e terceiro (G3) trimestres de lactacéo.

Reference Value

Estatistica Descritiva IR com 90% ClI

Advisor
Varidvel Unidade Grupo Média DP Mediana Min-Max I(_g;gl/l;ecllr;fenor I(‘G;BT)/'(E%SI)U pertor n Método
Geral 156 19,4 156 76-198 116 (110-121) 190 (186-193) 280 BCTRD
Na mEQIL Gl 158 17,4 158 120-198 122 (114-130) 193 (185-199) 60 BCTRD
G2 141 26,5 153 76-165 85,6 (66,8-112) 196 (183-202) 46 URD
G3 160 15,8 158 129-189 130 (126-133) 193 (189-198) 170 BCTRD
Geral 354 531 36,3 20,7-46,8 23,7 (22,4-25,2) 45,0 (44,2-45,8) 280 BCTRD
K mEQ/L Gl 34,3 4,37 345 25,8-42,0 25,7 (24,5-27,0) 43,3 (41,7-44,8) 64 BCTRD
G2 384 335 375 31,8-43,8 31,2 (29,7-32,9) 45,6 (43,3-47,2) 46 BCTRD
G3 352 6,00 37,2 20,7-46,8 21,5 (19,5-24,0) 46,3 (45,0-47,6) 170 BCTRD
Geral 3,30 0,83 3,12 1,68-5,16 1,88 (1,80-1,98) 5,16 (4,95-5,34) 280 BCTRD
. Gl 3,71 0,71 3,75 2,34-4,80 2,19 (1,92-2,48) 5,06 (4,87-5,21) 64 BCTRD
cai mEg/L G2 3,10 0,71 300  2,01-4,05 1,90 (1,75-2,14) 4,89 (4,40-6,10) 46 BCTRD
G3 312 0,85 2,91 1,68-5,16 1,85 (1,68-2,07) 5,12 (4,88-5,16) 170 BCTRD
Geral 183 254 187 104-263 136 (132-141) 258 (247-270) 280 BCTRD
al mEg/L Gl 193 26,5 191 126-263 142 (133-154) 247 (234-262) 62 BCTRD
G2 173 26,8 174 104-215 121 (109-134) 230 (217-241) 46 URD
G3 182 234 187 122-234 126 (122-134) 219 (214-234) 170 BCTRD

n indica o nimero de animais; mEg/L — milequivalentes; URD, Untransformed robust data; BCTRD, Box—Cox
transformed robust data; Sodio (Na); Potassio (K); Calcio I6nico (Cai); Cloretos (Cl).

6.2.1. Intervalos de Referéncia para as Concentrac6es de Sédio (Na)

Foram calculados quatro IRs para concentracdo de Na, um IR Geral, sem diviséo

de dados por trimestres de lactacdo, e trés outros IRs, separando os trimestres de lactacdo

(G1, G2 e G3) (Tabela 5; Figura 5).
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Figura 5. Comparacédo entre os quatro IRs definidos para concentracdo de Na.
Siglas: IRs (Intervalos de Referéncia); Na (sodio).

Para o célculo do IR Geral, sem divisdo dos dados por trimestres de lactacdo, as
analises ocorreram em uma etapa, visto que nao foram encontrados outliers e portanto
nenhum dado precisou ser excluido. Assim, os IRs foram definidos com um namero final
de 280 amostras.

Para o céalculo dos IRs do G1, as analises ocorreram em duas etapas: 1) O
programa encontrou 4 outliers Tukey, que foram retirados. 2) Apds retirados os outliers,
os IRs foram reanalisados e definidos, portanto, com um namero final de 60 amostras (64
amostras iniciais - 4 outliers retirados).

Para o célculo dos IRs do G2 e do G3, as analises ocorreram em uma etapa, Visto
que ndo foram encontrados outliers e portanto nenhum dado precisou ser excluido. Assim,

os IRs foram definidos com um namero final de 46 amostras (G2) e 170 amostras (G3).

6.2.2. Intervalos de Referéncia para as Concentragfes de Potassio (K)

Foram calculados quatro IRs para a concentracdo de K, um IR Geral, sem diviséo
de dados por trimestres de lactac&o, e trés outros IRs, separando os trimestres de lactacao
(G1, G2 e G3) (Tabela 5; Figura 6).
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Figura 6. Comparagdo entre os quatro IRs definidos para as concentragdes de K.
Siglas: IRs (Intervalos de Referéncia); K (potéssio).

Para o célculo do IR Geral, sem divisdo dos dados por trimestres de lactacdo, as
analises ocorreram em uma etapa, visto que nao foram encontrados outliers e portanto
nenhum dado precisou ser excluido. Assim, os IR foram definidos com um ndmero final
de 280 amostras.

Para o célculo dos IRs do G1, G2 e G3, as analises ocorreram em uma etapa, visto
que ndo foram encontrados outliers e portanto nenhum dado precisou ser excluido. Assim,
o0s IRs foram definidos com um numero final de 64 amostras (G1), 46 amostras (G2) e
170 amostras (G3).

6.2.3. Intervalos de Referéncia para as Concentra¢@es de Célcio I6nico (Cai)

Foram calculados quatro IRs para a concentracdo de Cai, um IR Geral, sem
divisdo de dados por trimestres de lactacdo, e trés outros IRs, separando os trimestres de
lactacdo (G1, G2 e G3) (Tabela 5; Figura 7).

N
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Figura 7. Comparacéo entre os quatro IRs definidos para as concentragdes de Cai.
Siglas: IRs (Intervalos de Referéncia); Cai (calcio idnico).

Para o célculo dos IR Geral, sem divisdo dos dados por trimestres de lactagdo, as
andalises ocorreram em uma etapa, visto que ndao foram encontrados outliers e portanto
nenhum dado precisou ser excluido. Assim, os IRs foram definidos com um namero final
de 280 amostras.

Para o célculo dos IRs do G1, G2 e G3, as analises ocorreram em uma etapa, visto
que ndo foram encontrados outliers e portanto nenhum dado precisou ser excluido. Assim,
o0s IRs foram definidos com um numero final de 64 amostras (G1), 46 amostras (G2) e
170 amostras (G3).

6.2.4. Intervalos de Referéncia para as Concentrac6es de Cloretos (Cl)

Foram calculados quatro IRs para o Cl, um IR Geral, sem divisdo de dados por
trimestres de lactagéo, e trés outros IRs, separando os trimestres de lactacdo (G1, G2 e
G3) (Tabela 5; Figura 8).
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Figura 8. Comparagdo entre os quatro IRs definidos para as concentracGes de CI.
Siglas: IRs (Intervalos de Referéncia); Cl (cloretos).

Para o calculo dos IRs Geral, sem divisdo dos dados por trimestres de lactacao, as
analises ocorreram em uma etapa, visto que nao foram encontrados outliers e portanto
nenhum dado precisou ser excluido. Assim, os IRs foram definidos com um namero final
de 280 amostras.

Para o céalculo dos IRs do G1, as analises ocorreram em duas etapas: 1) O
programa encontrou 2 outliers Tukey, que foram retirados. 2) Apds retirados os outliers,
os IRs foram reanalisados e definidos, portanto, com um nimero final de 62 amostras (64
amostras iniciais - 2 outliers retirados).

Para o célculo dos IRs do G2 e do G3, as analises ocorreram em uma etapa, Visto
que ndo foram encontrados outliers e portanto nenhum dado precisou ser excluido. Assim,

os IR foram definidos com um namero final de 46 amostras (G2) e 170 amostras (G3).

7 DISCUSSAO

Esse trabalho representa o primeiro estudo direcionado a geracdo de valores de
referéncia ou intervalos de referéncia (IRs) durante cada trimestre de lactacdo, dos
compostos Na, K, Cai e Cl, no soro lacteo de vacas da raca Girolando, criadas em sistema
de Compost Barn, em uma regido de clima temperado, localizada no municipio de

Marilena no Noroeste do Parana.



Durante a comparacdo entre as as fases de lactacdo realizada na primeira etapa do
trabalho, j& se observou diferencas estatisticas entre os grupos. Portanto, atraves dessas
analises, ressalta-se a necessidade de gerar IRs para tais variaveis levando-se em
consideracdo as fases de lactagdo, visto que tais IRs resultardo em dados mais fidedignos
do que a utilizacdo de IRs gerais.

Os dados ndo foram comparados com a literatura, uma vez que, ndo se encontra
estudos que estabelecem IRs para o leite em bovinos, fortalecendo a necessidade de se
gerar esse tipo de literatura para que se tenha um parametro de base para utilizacdo em
animais doentes. No caso do nosso tabalho, foi estabelecido IRs para vacas Girolando,
raca encontrada em maior predominancia na regido da coleta. O Parana possui grande
diversidade de métodos de criacdo de bovinos de leite, assim como racas utilizadas,
portanto, é importante que se inicie a geracdo de IR para esses grupos.

Os IRs foram calculados de forma geral e especifica para cada composto conforme
cada fase de lactagéo. Calculando esses dados de forma geral e comparando com os dados
destrinchados de cada fase de lactacdo, foi possivel enfatizar o risco de se utilizar IRs

gerais para monitorar animais em diferentes fases de lactacéo.

7.1 CONCENTRACOES DE SODIO (Na)

O Na é um composto encontrado em maior predominancia no sangue, se
comparado com o leite, no entanto, nos casos de mastite, a glandula mamaria sofre leséo
por acdo dos microrganismos, acarretando aumento de permeabilidade capilar e
consequentemente extravasamento desse composto para o leite, aumentando sua
concentracdo (AULDIST et al., 1995; FONSECA; SANTOS, 2001).

Porém, para que seja possivel definir se o animal esta tendo um aumento das
concentragfes do Na no leite decorrente da mastite, € necessario entender como é a
dindmica dele em uma fémea saudavel. E como definicdo de saudavel, utilizou-se
critérios de CTFE negativo, CMT negativo, CCS<200.000 células/mL e exame
microbioldgico negativo, ja descritas nesse trabalho. Além desses fatores, para entender
com qualidade como ocorre essa dindmica, & necessario considerar a raga do animal, seu

método de criacdo, a dieta, a fase de lactacdo e a idade, uma vez que, os valores de
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referéncia ndo sdo 0s mesmos entre as especies, nem mesmo entre animais da mesma
raca.

Com a Figura 5, é possivel entender como que animais da mesma raga € no
mesmo método de criacdo possuem dindmicas diferentes e como um resultado geral pode
levar a erros de interpretacdo. Fisiologicamente o Na sofre alteragcdes de concentragdo
dentro do leite durante as fases de lactacdo. Dentro desses IRs estabelecidos existe um
limite inferior e um superior (Tabela 5), no qual se define que, dentro desse limite inferior
e superior, a concentracdo de Na esta normal, ndo indicando alteracdes por afeccbes da
glandula maméria.

E possivel e ndo deixa de ser importante estabelecer IRs gerais, no entanto, quando
a intensdo é considerar que a mastite subclinica altera esse composto, o uso do geral vai
levar a erros de interpretacdo. 1sso € nitidamente observavel através da Figura 5, ou seja,
se eu utilizar o valor geral e ndo destrinchar entre as fases de lactac&o, os limites maximos
ou superiores desse composto dentro de cada trimestre de lactacdo vai se encontrar fora
do valor de referéncia, uma vez que o G1, G2 e G3, apresentaram limite maximo acima
de 190 mEg/L, que é o limite superior do IR geral (Tabela 5). Isso vai levar a um falso
diagndstico de mastite subclinica por anélise de compostos do leite, enfatizando a
importancia de se definir IR para cada variavel considerando a fase de lactagdo. Néo
menos importante é observar o limite inferior, € necessario existir também esse pardmetro
em cada fase de lactacdo, no entanto, em se tratando de mastite, para Na, é mais grave
erros de interpretacdo direcionados ao limite maximo do mesmo.

Outro detalhe de grande importancia séo os Intervalos de Confianga (IC) (Tabela
5). Esses dados demonstram uma pequena variagao que o IR pode sofrer, considerando o
erro estatistico pré-definido. Isso quer dizer que, quando o valor de referéncia ficar acima
ou abaixo do IR considerado normal, é uma situacdo que necessita ser avaliada com
cautela antes de se julgar o resultado como de um animal contendo mastite subclinica ou

0 contrario.

7.2 CONCENTRACOES DE POTASSIO (K)

O K é o mineral mais abundante no leite e sofre diminui¢do quando passa do leite

para 0 sangue nos casos de epitélio glandular lesionado, decorrente de mastite (AULDIST
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et al., 1995; FONSECA; SANTOS, 2001). Levando isso em consideracdo, ao observar a
Figura 6, percebemos que, apenas o G3 fica fora do IR ideal de acordo com os valores
de referéncia geral. Isso é preocupante, pois, 0s animais do G1 e G2 possuem limite
inferior maior que o grupo geral (Tabela 5), fazendo com que, esses animais passem por
animais saudaveis, sem mastite, mesmo que em seus grupos o valor esteja abaixo do ideal.
E 0 G3, passa como um animal acometido por mastite, mesmo estando completamente
saudavel.

Ocorre alteracGes também de limite superior, no entanto, para esse composto, é de
maior importancia considerar os possiveis erros de interpretacdo considerando os limites
minimos (Tabela 5). Porém, é necessario possuir esses dados sobre os limites méximos

a titulo de pesquisa e entendimento de uma lactacéo saudavel.

7.3 CONCENTRACOES DE CALCIO IONICO (Cai)

A concentracdo de Ca, em casos de mastite subclinica, sofre diminuicdo no leite,
decorrente da reducdo da sintese da caseina, na qual a maior parte do Ca fica incorporado
as micelas (NEVILLE; WATTERS, 1983; FONSECA; SANTQOS, 2001). Assim sendo,
ao observar a Figura 7, constata-se 0 mesmo possivel erro de interpretacdo apresentado
na dinamica do K. Isso porque, os limites minimos de cada grupo (G1 e G2), exceto o
G3, sdo superiores ao valor descrito no IR geral, fazendo com que, ao avaliar um rebanho
no primeiro e segundo trimestre de lactagdo, ocorre o erro de identificar os mesmos como
negativos para mastite subclinica. E o contrario ocorre com as feméas no terceiro
trimestre de lactacdo (G3), onde, ao apresentarem IR menor que 1,88 mEqg/L (Tabela 5),

podem ser julgadas como positivas para mastite subclinica, mesmo nédo sendo.

7.4 CONCENTRACOES DE CLORETOS (Cl)

No caso da concentragdo de Cl, sua tendéncia € diminuir no leite a partir do
segundo trimestre de lactacdo (Figura 8), no entanto, quando se tem uma aumento na
Contagem de Células Somaticas (CCS) no leite, indicativo de mastite subclinica, o

aumento da permeabilidade capilar faz com que esse composto aumente no leite, uma vez
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que, naturalmente, sua tendéncia é estar em maior quantidade no sangue (AULDIST et
al., 1995; FONSECA; SANTOS, 2001).

Sabendo que o teor de Cl tem a tendéncia a aumentar no leite quando em casos de
mastite, ao observer a Figura 8, se percebe o tamanho da probabilidade de ocorrer erros
de interpretaces na analise desse rebanho, caso os dados ndo fossem destrinchados em
cada fase de lactagdo, uma vez que, os dados dos IRs gerais s&o diluidos e ndo representam
a verdadeira condicao do rebanho. Nesse caso, todas as fémeas bovinas (G1, G2 e G3)
que apresentaram IR de limite superior menor que 258 mEQ/L estdo sujeitas a ndo serem
identificadas com mastite subclinica através dos compostos do leite (Tabela 5). Ja,
levando em consideracdo cada fase de lactacdo, se observa que a variavel se comporta de

maneria diversa, ndo sendo possivel utilizar o IR de um grupo para o outro.
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8 CONCLUSAO

O IR pode ser utilizado de forma geral, no entanto, destrinchando em valores
especificos de cada variavel em cada fase de lactacdo, se obtem uma qualidade de
diagndstico melhor. Se alguma varidvel possui diferenca estatistica entre as fases de
lactacéo, ndo se pode utilizar o IR geral, uma vez que, o geral dilui os resultados das fases
de lactacdo e, dessa forma, um valor considerado certo/aceitdvel no geral, nédo
corresponde ao valor correto dentro de cada trimestre de lactgéo.

A diferenca entre os compostos em cada fase de lactagéo reforca a necessidade de
mais estudos relacionados a geracdo de IR no leite, uma vez que, ja se comprova que 0
mesmo possui uma dindmica fisioldgica, que necessita ser entendida, para que dessa
forma se compreenda melhor sobre as alteracGes que pode acontecer no leite e seus

derivados, decorrentes de patologias da glandula mamaria, como a mastite.

44



9 REFERENCIAS

AARSAND, A. K.; RORAAS, T.; BARTLETT, W. A.; COSKUN, A.; CAROBENE, A.;
FERNANDEZ-CALLE, P.; JONKER, N.; DIAZ-GARZ, J.; BRAGA, F.; SANDBERG,
S. Harmonization initiatives in the generation, reporting and application of biological
variation data. Clin Chem Lab Med, v. 56, p. 1629-1636, 2018.

ALI, T. E.; SCHAEFER, L. R. Accounting for Covariances Among Test Day Milk Yields
in Dairy Cows. Can. J. Anim. Sci, v. 67, p. 637-644, 1987.

ALMEIDA, C. C.; JUNIOR, C. A. C; SILVA, A. C. O.; ALVARES, T. S. Proteina do
Soro do Leite: Composicdo e suas Propriedades Funcionais. Enciclopédia Biosfera,
Centro Cientifico Conhecer, v. 9, n. 16, p.1840, 2013.

AULDIST, M. J.; COATS, S.; ROGERS, G. L.; MECDOWELL, G. H. Changes in the
composition of milk from healthy and mastitic dairy cows during the lactation cycle.
Australian Journal of Experimental Agriculture, v. 35, n. 4, p. 427-436, 1995.

BANKUTI, F. I.; CALDAS, M. M. Geographical milk redistribution in Parana State,
Brazil: Consequences of institutional and market changes. Journal os Rural Studies, v.
64, p. 63-72, 2018.

BLANKENSTEIN, M. A. Reference Intervals — ever met a normal person?. Annals of
Clinical Biochemistry, v. 52, p. 5-6, 2015.

BRASIL. Decreto n° 1.812 de 8 de fevereiro de 1996. Lex: Colecdo de Leis do Brasil -
1996, v. 2, p. 805.

DAHL, G. E. Physiology of lactation in dairy cattle — challenges to sustainable
production. Animal Agriculture. v. 7, p 121-128, 2020.

DECRETO N°1.812. ART. 475, DE 08 DE FEVEREIRO DE 1996. Entende-se por leite,
sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em
condigdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de outros
animais deve denominar-se segundo a espécie de que proceda. Disponivel em:
<https://wwwz2.camara.leg.br/legin/fed/decret/1996/decreto-1812-8-fevereiro-1996-
435786-publicacaooriginal-1-pe.html>. Acesso em: 08 ago. 2023.

45



DIAS, M. B. C.; LEAO, K. M.; CARMO, R. M.; SILVA, M. A. P.; NICOLAU, E. S ;
MARQUES, T. C. Milk composition and blood metabolic profile from holstein cows at
different calving orders and lactation stages. Acta Scientiarum, v. 39, n. 3, p. 315- 321,
2017.

FAO, F. and A. O. of the U. N. (2021). Crops and livestock products - FAOSTAT.

FONSECA, L. F. L.; SANTOS, M. V. Qualidade do leite e controle da mastite. 2 ed. Sdo
Paulo: Lemos, 2001. p. 175.

FONTANELI, R. S. Fatores que Afetam a Composicdo e as Caracteristicas Fisico-
quimicas do Leite. 2001. 25 p. Pés-graduacdo em Ciéncias Veterinarias - Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, 2001.

FRIEDRICHS, K. R.; HARR, K. E.; FREEMAN, K. P.; SZLADOVITS, B.; WALTON,
R. M.; BARNHART, K. F.; BLANCO-CHAVEZ, J. ASVCP reference interval
guidelines: determination of de novo reference intervals in veterinary species and other
related topics. Veterinary Clinical Pathology, v. 41, p. 441-453, 2012.

GEFFRE, A.; CONCORDET, D.; BRAUN, J. P.. TRUMEL, C. Reference Value
Advisor: a new freeware set of macroinstructions to calculate reference intervals with
Microsoft Excel. Veterinary Clinical Pathology, v. 40, p.107-112, 2011.

GDP, G. D. P. (2017). Global Dairy Platform Annual Reviwe. Global Dairy Platform,
1-20. Disponivel em: <https://www.globaldairyplatform.com/wp-
content/uploads/2018/04/gdp-annual-report-online.pdf>. Acesso em: 08 ago. 2023.

GONZALEZ, F. H. D.; DURR, J. W.; FONTANELLI, R. S. Uso do Leite para Monitorar
a Nutricdo e o Metabolismo de Vacas Leiteiras. Biblioteca Setorial da Faculdade de
Medicina Veterinaria da UFRGS, Porto Alegre. p. 77, 2001.

GUIMARAES, A. S. Sistema Compost Barn: caracterizacdo dos parametros de
qualidade do leite, reprodutivos, bem-estar animal, do composto e econémicos em
condi¢bes  tropicais. Embrapa  Cerrados, 2018. Disponivel em: <
https://www.embrapa.br/busca-de-projetos/-/projeto/209863/sistema-compost-barn-

caracterizacao-dos-parametros-de-qualidade-do-leite-e-mastite-reprodutivos-bem-estar-
animal-do-composto-e-economicos-em-condicoes-tropicais>. Acesso em: 08 ago. 2023.

46


https://www.globaldairyplatform.com/wp-content/uploads/2018/04/gdp-annual-report-online.pdf
https://www.globaldairyplatform.com/wp-content/uploads/2018/04/gdp-annual-report-online.pdf

HORTET, P.; SEEGERS, H. Calculated milk production lossesassociated with elevated
somatic cell counts in dairy cows: reviewand critical discussion. Veterinary Research,
v. 29, p. 497-510, 1998.

IANNOTTI, L.L. The benefits of animal products for child nutrition in developing
countries. Rev Sci Tech. v. 37, p.37-46, 2018.

IBGE. Pesquisa da Pecuaria Municipal 2021. Rio de Janeiro, RJ, 2021. v. 49, 12 p.
Disponivel em:
<https://biblioteca.ibge.gov.br/visualizacao/periodicos/84/ppm_2021_v49 br_informati
vo.pdf>. Acesso em: 08 ago. 2023.

IPARDES. Caracterizacdo Socioecondmica da Atividade Leiteria no Parana.
Curitiba, PR:  Sumario  Executivo, 2009. 30 p. Disponivel em:
<http://www.ipardes.gov.br/biblioteca/docs/sumario_executivo_atividade_leiteira_para
na.pdf>. Acesso em: 08 ago. 2023.

KLEIN, B. G. Cunningham Tratado de Fisiologia Veterinaria. 6. ed. GEN Guanabara
Koogan, 2021. 328 p.

KONIG, H. E.; LIEBICH, H. G. Anatomia dos Animais Domésticos: Atlas Colorido.
7. ed. Artmed, 2021. 856 p.

LI, M.; ROSA, G. J. M.; REED, K. F.; CABRERA, V. E. Investigating the effect of
temporal, geographic, and management factors on US Holstein lactation curve
parameters. Journal of Dairy Science, v.105, p. 7525-7538, 2022. DOI
<https://doi.org/10.3168/jds.2022-21882>.

LUMSDEN, J. H.; MULLEN, K. On Establishing Reference Values, Can. J. comp. Med,
v. 42, p. 293-301, 1978.

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO (MAPA).
Instrucdo Normativa n® 76/77, de 26 de novembro de 2018. ed. 230. p. 9. Disponivel em:
https://www.in.gov.br/materia/-
/asset_publisher/Kujrw0TZC2Mb/content/id/52750137/do1-2018-11-30-instrucao-
normativa-n-76-de-26-de-novembro-de-2018-527498941N%2076>. Acesso em: 08 ago.
2023.


https://biblioteca.ibge.gov.br/visualizacao/periodicos/84/ppm_2021_v49_br_informativo.pdf
https://biblioteca.ibge.gov.br/visualizacao/periodicos/84/ppm_2021_v49_br_informativo.pdf

NEVILLE, M.C.; WATTERS, C.D. Secretion of calcium into milk: review. Journal of
Dairy Science, v. 66, n. 3, p. 371-380, 1983.

NITSCHE, P. R.; CARAMORI, P. H.; RICCE, W. S.; PINTO, L. F. D. Atlas Climatico
do Estado do Parana. Londrina, PR: Instituto Agronémico do Parana (IAPAR), 2019. 210

p.

NORO, G. Sintese e Secrecdo do Leite. 2001. 21 p. Po6s- Graduagdo em
CiénciasVeterinarias - Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2001.

OLIVEIRA M. N. Tecnologia de produtos lacteos funcionais. Livro: Ed. Atheneu. Séo
Paulo, 2009.

OLIVEIRAD. F.;BRAVOC.E. C.; TONIAL I. B. Soro de leite: Um subproduto valioso.
Revista do Instituto de Laticinios Candido Tostes. v. 67, p. 64-71, 2012.

PIZAURO, L. J. L.; SILVA, D. G.; SANTANA, A. M.; MORAIS, S. M. A,
BENINCASA, N. C.; FAGLIARI, J. J. Perfil bioquimico, inclusive proteinograma, do
soro lacteo de bufalas primiparas e pluriparas sadias ao longo da lactacdo. Pesquisa
Veterinaria Brasileira, v. 34, p. 79-76, 2015. DOl <10.1590/S0100-
736X2014001300015>.

POZZATTI, P.;, HORVATH, R.A.; BARROSO, C.D.N.; MURASAKI, J;
CASAGRANDE, F.P.; PAES LEMES, F.O. Anais... Semana de Ensino, Pesquisa e
Extensdo, 2016, Araquari. vAvaliacdo da Fosfatase Alcalina e Gama-Glutamiltransferase
no decorrer do parto aos 180 dias de lactacdo e em correlacdo com a Contagem de Células
Somaticas do Soro do Leite de VVacas Girolando em Fazenda Comercial de Minas Gerais,
Brasil. Araquari: Instituto Federal Catarinense, p. 5, 2016.

REVILLION, J. P.; BRANDELLI, A.; AYUB M. A. Z. Producéo de extratos de leveduras
de uso alimentar a partir do soro de queijo: abordagem de elementos técnicos
emercadoldgicos relevantes. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 20, n. 2,
2000.

ROCHA, D. T.; CARVALHO, G. R.; RESENDE, J.C. Cadeia Produtiva do Leite no
Brasil: produgdo primaria. Juiz de Fora, MG: Embrapa Gado de Leite, 2020. 16 p.
(Embrapa Gado de Leite. Circular Técnica, 123). Disponivel em:
<https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/215880/1/CT-123.pdf>. Acesso
em: 08 ago. 2023.

48



RUAS, J. R. M.; BORGES, L. E.; NETO, A. M.; AMARAL, R. Cria e recria da fémea
F1: Holandés x Zebu para producgdo de leite. EPAMIG. Informe Agropecuério, Belo
Horizonte, v.25, n.221, p.40- 46, 2004.

SEEGERS, H.; FOURICHON, C.; BEAUDEAU, F. Production effects related to mastitis
and mastitis economics in dairy cattle herds. Veterinary Research, v.34, n.5, p. 475-
491, 2003. DOI <10.1051/vetres:2003027>.

SILVA, E. I. C. Fisiologia do Parto e da Lactacao. 2020. 19 p. Bacharelado em Zootecnia
- Universidade Federal Rural de Pernambuco, 2020.

SILVA, L.F.P.; PEREIRA, A.R.; MACHADO, P.F.; SARRIES, G.A. Efeito do nivel de
células somaticas sobre os constituintes do leite Il - lactose e sélidos totais. Brazilian
Journal of Veterinary Research and Animal Science, v. 37, n. 4, 2000. DOI
<10.1590/51413-95962000000400014>.

SORIO, A. Cadeia Agroindustrial do Leite no Brasil: Diagnostico dos Fatores
Limitantes & Competitividade. Brasilia, DF, 2018, 167 p. (MINISTERIO DA
INDUSTRIA, COMERCIO EXTERIOR E SERVICOS — MDIC). Disponivel em:
<https://asbram.org.br/wp5/wp-
content/uploads/2019/01/Estudo_do_Leite_Versao_Digital-minimizada.pdf>.  Acesso
em: 08 ago. 2023.

WHITEHEAD S. J,; CORNES M. P.; FORD C.; outros. Reference ranges for serum total
and monomeric prolactin for the current generation Abbott Architect assay. Ann Clin
Biochem, v. 52, p. 61-66, 2015.

ZIEGLER, F. L. F.; SGARBIERI, V. C. Caracterizacdo quimico-nutricional de um
isolado proteico de soro de leite, um hidrolisado de colageno bovino e misturas dos dois
produtos. Revista de Nutrigao, v. 22, n. 1, p. 61-70, 20009.

49


https://asbram.org.br/wp5/wp-content/uploads/2019/01/Estudo_do_Leite_Versao_Digital-minimizada.pdf
https://asbram.org.br/wp5/wp-content/uploads/2019/01/Estudo_do_Leite_Versao_Digital-minimizada.pdf

50



