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BUTURE, 1.0. Avaliagao metabdlica de bovinos leiteiros no periparto como
forma de diagnoéstico precoce da hipocalcemia da vaca leiteira. 176f. 2009. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal - Area de Concentracdo: Sanidade Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2009.

RESUMO

A hipocalcemia da vaca leiteira € de ocorréncia mundial e é considerada um
disturbio metabdlico da vaca parturiente. A enfermidade ocorre em vacas leiteiras de
alta producao durante o periparto. Doenga esta que leva a perdas econdmicas na
agropecuaria leiteira por diminuir a produgao de leite e fazer com que a vaca fique
debilitada e diminuir a vida produtiva das vacas que apresentam a doenga. Alguns
ensaios atuais estdo sendo conduzidos no sentido de se verificar a correlagao entre
o0 estresse e a intensidade na manifestacdo da hipocalcemia da vaca leiteira,
sobretudo com o reconhecimento de indicadores biolégicos, entre os quais os
peptideos opidides. Estudos recentes demonstram ainda que no periodo do
periparto a vaca leiteira pode entrar em um balango energético negativo. Neste
processo, a vaca tenta satisfazer suas exigéncias energéticas através da lipdlise e
protedlise, as grandes quantidades de triglicerideos circulantes sobrecarregam o
figado, causando um estado de lipolise hepatica, induzindo as desordens
bioquimicas e metabdlicas, afetando sua produgédo e saude de forma negativa. O
presente estudo teve por objetivo avaliar a correlagdo entre opiodides (fator stress),
minerais (fator absorcao) e funcédo hepatica (possiveis alteracdes) nas amostras de
soro sanguineo de vacas leiteiras no periodo do periparto, provenientes de rebanhos
bovinos leiteiros da regido sul do Estado do Parana. A fim de minimizar prejuizos na
producdo leiteira procuramos estudar e mensurar a concentracdo do opidide
endégeno: B-endorfina, dos minerais: Ca (calcio), P (fésforo), Mg (magnésio) e
determinar a concentragao e a atividade sérica das enzimas hepatica: FA (fosfatase
alcalina), AST (aspartato-aminotransferase) e GGT (gama-glutamiltransferase) no
plasma sanguineo, no periodo do periparto de vacas leiteiras que sirvam como
parametros para o diagndstico precoce da Hipocalcemia da vaca leiteira.Os
resultados desse estudo demonstram que a hipocalcemia da vaca leiteira esta
associada a varios fatores que tornam os animais predisponentes a doenca.
Considerando a importancia clinica e econébmica da hipocalcemia, novos estudos
sao necessarios para avaliagao de medidas de controle e profilaxia da doenga nos
rebanhos de bovinos leiteiros.

Palavras-chave: Hipocalcemia, Vaca parturiente, B-endorfina, Calcio, Fd&sforo,
Magnésio, fungdo hepatica, Paradmetro bioquimico, (AST) aspartato-
aminotransferase, FA (fosfatase alcalina), GGT (gama-glutamiltransferase),
Tratamento, Profilaxia.



BUTURE, I. O. Metabolic evaluation of dairy bovine in the calving to the
precocity of diagnostic of the hypocalcaemia in the dairy cow. 2009. 176f. Thesis
(Doctorate Degree in Animal Science, Concentration Area: Animal Sanity) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2009.

ABSTRACT

The dairy cow hypocalcaemia of world wide occurrence is considerated a metabolic
disturbance of the parturient cow, it occurs in dairy cows of high production during the
periparto.This lliness leads to economic losses in the dairy business, by the
production decrease, making the cows weaker and having a short productive life
when presenting the illness. Nowadays some essays are being carried on with the
purpose of verifying the relation between the stress and the intensity of
Hypocalcaemia manifestation in dairy cow, over all with the recognizing of biological
peptide opiate indicators. Recent studies show that in the periparturient period of the
diary cow may get in to a negative energetic stock, in this process, it tries to satisfy its
own exigencies through the enzyme lipase and proteolyses, the great amount of
triglycerides in circulation overloads the liver causing a state of hepatic lipase,
inducing to biochemical and metabolical disorders, affecting her production and health
in a negative way. This present study had the purpose of evaluating the correlation
among opioid (B-endorphin) stress factor, minerals (absorption factor) and hepatic
function (possible alterations), in the samples of blood serum of diary cows in the
peripart period, from bovine dairy herds from the southern region of Parana state.
With the purpose of minimizing losses in dairy production we treed to study and
mensure the concentration: p-endorphin, of minerals: Ca (calcium), P (phosphorus),
Mg (magnesium), and the biochenical amounts which evaluate the hepatic function:
ALP (alkaline phosphatase), AST (aspartate - aminotransferase) e GGT (gamma-
glutayltransferase) from the blood plasma in the periparturient period in dairy cows
that fit as parallels to the precocious diagnostic of the hypocalcaemia of the dairy cow.
The results of this study show that hypocalcaemia in the dairy cow is associated to
several factors that make animals predisposed to the ailment. Taking in consideration
the clinical and economical importance of the hypocalcaemia, new studies are
necessary to evaluate the control and prophylaxis mensures of the illness of the dairy
bovines herds.

Key words: dairy cows, hypocalcaemia, parturient cow, B-endorphin, calcium,
phosphorus, magnesium, hepatic function, biochenical parameter, aspartate -
aminotransferase (AST), gamma-glutayltransferase (GGT), alkaline phosphatase
(ALP), treatment, prophilaxy.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUGAO

O periodo de transicdo ou periparto € um dos momentos mais
criticos da vaca leiteira, sobretudo em animais de alta producdo. Nao obstante todo
estresse do parto, ha ainda transtornos metabdlicos que, frequentemente, podem
surgir, tornando os animais debilitados e comprometendo economicamente os
produtores rurais. Um desses problemas €& a hipocalcemia da vaca leiteira,
enfermidade muitas vezes presente em rebanhos de alta produtividade, gerando
consequéncias indesejaveis na criagdo, afetando as vacas e interferindo no ciclo
reprodutivo das mesmas. Encontrar meios de antecipar o diagndstico desse
transtorno metabdlico € uma das ferramentas importantes da pecuaria leiteira, tanto
nacional, como mundial, pois evidencia a preveng¢ao do problema. Por esse e outros
aspectos, o perfil metabdlico em bovinos leiteiros ganham periodicamente novas
contribuicdes de pesquisas, com resultados cada vez mais promissores no campo
do diagndstico antecipado.

Pesquisas ja eram realizadas tentando estabelecer valores para AST
(aspartato-aminotranferase), @FA  (fosfatase alcalina) e GGT (gama-
glutamiltransferase) por volta dos anos 50. Estudos foram realizados sobre
parametros bioquimicos séricos, relacionados a avaliagcdo da fungao hepatica,
procurando estabelecer valores de referéncia para os niveis séricos da atividade da
AST, antigamente denominada transaminase-piruvico-oxalacética (TGO), e da
atividade sérica da GGT, Cornelius et al. (1959); Simesen e Storm (1973); Unglaub,
Afschar e Marx (1973). Estudos foram realizados em relagéo a possiveis alteragdes
nos valores de AST (aspartato aminotransferase), FA (fosfatase alcalina),
associadas as doengas em vacas leiteiras, tentando observar os parametros normais
e possiveis alteragcdes nas atividades destas enzimas associadas a patologias
(BATAVANI; MORTAZ; DAWOODI, 2003; OLISZEWSKI et. al. 2002). Além dos
tradicionais perfis metabdlicos, uma nova perspectiva aparece através da
mensuragdo de opidides enddgenos, entre eles a B-endorfina, que pode estar

presente na hipocalcemia da vaca leiteira de forma a prejudicar o metabolismo de
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calcio e consequentemente concorrer para a instalacdo da enfermidade. Assim é
oportuno destacar que pesquisas as quais concentrem esforgcos em ensaios desses
moldes agregam conhecimentos no que se refere a doenga, novas contribuicdes a
pecuaria leiteira, norteando a prevencdo como a melhor forma de evitar o
estabelecimento clinico da enfermidade.

Segundo Horst, Goff e McCluskey (2003), na maior parte do tempo o
organismo animal consegue controlar a concentragdo normal de Ca no sangue.
Porém, ocasionalmente, ocorrem falhas que podem resultar na hipocalcemia da
vaca leiteira. Outros estudos demonstram que a hipomagnesemia afeta o
metabolismo do Ca, através da redugao da produgao do paratorménio (LITTLEDIKE;
HORST, 1982), reduzindo a sensibilidade dos tecidos ao paratorménio (RUDE,
1998).

DeGaris e Lean (2008), comenta que o balanceamento das dietas
podem favorecer o aparecimento da doenca e que a diferenca de particulas de
cation e anion absorvidas da dieta determina o balango geral do equilibrio acido-
base e também o pH do sangue.

Na visdao de Lea et al. (2006) as dietas e as concentragdes de
determinados minerais, como P, Ca, K, Mg, Na, CI, S, usados no periodo periparto,
afetam de forma substancial a incidéncia da hipocalcemia em vacas
leiteiras.Seguindo 0 mesmo raciocinio, estudos realizados por Charbonneau, Pellerin
e Oetzel (2006) demonstraram que uma determinada redugao na diferenga cation
aniénica na dieta (DCAD), pode diminuir o risco do aparecimento da patologia em
animais de alta producéao leiteira. Pesquisas demonstram ainda que o fornecimento
da dieta pré-natal, além de diminuir acentuadamente o risco da hipocalcemia da
vaca leiteira, também melhora de forma significativa os resultados reprodutivos,
podendo ser observada ainda uma melhora na producgao de leite (CORBETT, 2002;
DeGROOT, 2004). Na concepgéo de Goff et al. (2008), o melhor tratamento para
hipocalcemia da vaca leiteira pode ser a prevencéo da patologia, evitando que esta
acometa os animais.

A hipocalcemia da vaca leiteira é uma desordem do sistema
metabdlico cujo diagnostico clinico, normalmente é feito com facilidade pelos
profissionais da area, sendo a identificacdo do problema clinico feito com facilidade.
O tratamento, desde que executado dentro de um determinado tempo, nao

apresenta grandes problemas. Por outro lado, sabe-se que grande parte dos
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profissionais em nivel de campo, nado dispondo de auxilio laboratorial, tratam e
medicam os animais de forma sintomatica, ndo se importando em identificar com
exatiddo a origem da enfermidade. Para abordar com mais determinagéo este tema,
deve-se ater ndo somente as respostas dos animais aos tratamentos, mas entender
a complexidade que existe e que envolve todo o quadro clinico desenvolvido pelo
animal. Segundo Kimura, Reinhardt e Goff (2006), a hipocalcemia reduz a
ruminagdo, diminui a motilidade, aumentando as chances de deslocamento de
abomaso, diminui também a quantidade de alimento ingerido, estimulando a
mobilizacdo de gordura, a hipocalcemia reduz também as contra¢gdes musculares,
afetando inclusive a contracao do esfincter do teto, aumentando dessa forma o risco
de mastite.

Estudos demonstram que aproximadamente vinte milhdes de
ddlares sao gastos anualmente no tratamento e controle da hipocalcemia. Estima-se
que a metade deste valor € gasto com medicamentos para tratamentos da
hipocalcemia da vaca leiteira. Estudos demonstram ainda que vacas afetadas pela
hipocalcemia diminuem cerca de 60 kg da sua produgao leiteira no total da lactagao,
perdem em torno de 15 kg de peso vivo, possuem menor vida produtiva e sendo
assim, sao descartadas de forma precoce. Horst, Goff e McCluskey (2003)
comentam que um levantamento nos USA, sugerem que cerca de 5% das vacas
leiteiras desenvolvem hipocalcemia da vaca leiteira, ja no Brasil, Ortolani (1995)
relata que 4,25% das vacas parturientes podem apresentar a afeccéo. Seja na sua
forma clinica ou sub-clinica, a hipocalcemia, segundo Kimura, Reinhardt e Goff
(2006), deve ser apontada como indicadora de grandes prejuizos, uma vez que
reduz de forma acentuada a produtividade total da lactacdo da vaca afetada.

Na busca de uma maxima producdo dos rebanhos leiteiros, o
homem tem intensificado ao maximo a produgado de cada animal e isso gera muitas
vezes alteragdes, sejam de ordem metabdlica, traumatica ou mesmo infecciosa, que
podem determinar um quadro clinico de decubito. Dentre as possiveis alteracdes, as
metabdlicas apresentam grande importancia. A complexidade etiolégica desses tipos
de alteragdes permitiu aos pesquisadores ingleses no inicio dos anos 50, atribuir a
expressao Sindrome da Vaca Caida aos animais que apresentassem o decubito pés
parto, portanto, € certo afirmar que esta expressdo pode ser uma complicacdo do
decubito, devido a uma variedade de outras causas. Varias causas sistémicas

podem estar envolvidas na etiologia desta sindrome, a hipocalcemia ou paresia
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puerperal, também conhecida por paresia pds-parto, febre do leite, febre vitular é
considerada a causa primaria mais comum do decubito em bovinos leiteiros.

Varias sdo as enfermidades metabdlicas que podem acometer as
vacas leiteiras de alta producdo, entre as principais destacam-se as seguintes:
hipocalcemia da vaca parturiente, hipoglicemia da vaca leiteira, acidose lactica
ruminal, sindrome do animal caido, esteatose hepatica, ma nutricido energético-
protéica e outras. O periodo de transicdo de quatro semanas antes e quatro
semanas depois do parto, também conhecido como periodo do peri-parto, é
caracterizado pelo crescimento do risco de enfermidades (STEVENSON; LEAN,
1998).

Este trabalho visa quantificar a [(-endorfina, calcio, fosforo,
magnésio, fosfatase  alcalina,  aspartato-aminotransferase @~ e  gamma-
glutamiltransferase em vacas leiteiras que apresentem ou n&o hipocalcemia, na
intencdo de melhor conhecer esses parametros em relagdo ao diagnostico precoce
da hipocalcemia da vaca leiteira, visando a diminuigdo de gastos com a enfermidade

e também uma melhora na producao leiteira.

1.2 CONCEITO

Disturbios na concentracdo de Ca levam a vaca a perder a
capacidade de se levantar, uma vez que o Ca é extremamente necessario para os
musculos, nervos e na coordenagdo dos movimentos, ainda segundo Horst, Goff e
McCluskey (2003). Este disturbio na concentracdo de Ca no sangue causa ainda
diminuicdo na ingestdo de alimentos, diminuigdo da ruminagcdo e motilidade
intestinal, baixa producao de leite e aumento da susceptibilidade a outras doencas.
Segundo Ortolani (1995), a hipocalcemia € uma doenca metabdlica de curso agudo,
que ocorre mais comumente na época do parto em fémeas bovinas adultas,
relacionando-se, portanto, com o comeco da lactacdo. Caracterizando-se por
hipocalcemia, fraqueza muscular geral, flacidez da musculatura esquelética e
diminuicdo do tbnus da musculatura lisa, colapso circulatério com alteragédo da
pressao arterial e depressdo da consciéncia. A incidéncia de hipocalcemia sub-

clinica em vacas durante o periodo do periparto segundo Horst; Goff e McCluskey
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(2003) é de aproximadamente 50% em vacas mais velhas, sendo que a
hipocalcemia acomete principalmente vacas a partir da terceira lactagao, de média
ou alta producéo na fase do puerpério, mais especificamente nos primeiros trés dias
pos-parto, devido as falhas na homeostase da calcemia,. Caracteriza-se por quadro
clinico inicial de hiperestesia, seguido de depressao nervosa e paresia e, se nao
tratada, pode evoluir para um profundo quadro de depressao, podendo ocasionar a
morte do animal. Apesar de ser chamada normalmente de febre do leite ou febre
vitular, tais sinonimias ndo sdo as mais adequadas, pois a maioria dos animais
afetados nao apresenta febre ou hipertermia prolongada, mas sim hipotermia, na
maior parte do quadro desenvolvido na hipocalcemia.

Este disturbio metabdlico costuma acometer vacas leiteiras
imediatamente apds o parto e nas ovelhas e cabras, a hipocalcemia se manifesta no
ultimo més de gestagdo. A doenca também foi observada em bufalas (MARCAL
1996).

1.3 SINONIMIA

Conhecida por varios nomes, dentre os mais comuns podemos citar:
febre vitular, febre do leite, paresia puerperal, hipocalcemica, paresia pds-parto,
colapso puerperal, paresia obstétrica, coma pds-parto, apoplexia da parturiente,

eclampsia.

1.4 EPIDEMIOLOGIA

Estudos sobre a incidéncia da hipocalcemia da vaca leiteira
demonstraram que nos Estados Unidos cerca de 5% dos animais sao acometidos,
Horst, Goff e McCluskey (2003). Em pesquisas realizadas no Brasil demonstrou-se
que a incidéncia encontrada em vacas leiteiras foi de aproximadamente 4,25 %,
com uma letalidade de aproximadamente 12,8% (ORTOLANI, 1995). Quando
ultrapassa 20% € consideradas excessiva e um problema de rebanho (REBHUN,

1999). Segundo Margal (1996), quanto mais velha ou multipara for a vaca leiteira,
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maior a chance de apresentar a enfermidade. Ainda segundo 0 mesmo, nas
condi¢des climaticas do Brasil, a hipocalcemia pode ocorrer em qualquer uma das
estacdes do ano.

Conhecida como uma das doengas comumente observada no
periodo do periparto, Castro (2003) cita que a incidéncia média da enfermidade é de
5% a 6%, mas estima-se que 50% das vacas no periodo de periparto apresentem
hipocalcemia sub-clinica apds o parto. Estas vacas estariam susceptiveis as outras
doencas do periparto como cetose, retengcdo de placenta, deslocamento de
abomaso e edema do ubere, todas estas enfermidades se correlacionam e basta
que a hipocalcemia ocorra para a susceptibilidade as outras doengas ocorrerem
também . Estudos demonstram que vacas com hipocalcemia sdo 23,6 vezes mais
propensas a desenvolver problemas de cetose e quatro vezes mais propensas a

apresentar retencao de placenta.

FIGURA 1. - Perdas na produgao de leite devido a enfermidades mais
comum no pos-parto (% do total da lactagao).
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1.5 PREJUiZOS ECONOMICOS

A hipocalcemia diminui a produtividade e consequentemente diminui
a lucratividade de uma leiteria (Horst, Goff e McCluskey, 2003) acredita-se que os
prejuizos causados por esta enfermidade, ultrapassem a casa dos 20 milhdes de
dolares anuais, e estima-se que sejam gastos acima de 10 milhdes de
dolaressomente com medicamentos. Atualmente existe no mercado uma diversidade
muito grande de medicamentos para o tratamento desta enfermidade. Estudos
demonstram que tanto a hipocalcemia clinica quanto a sub-clinica reduzem de forma
acentuada a produgéo leiteira ( Kimura, Reinhardt e Goff , 2006).

Os efeitos da hipocalcemia sdo mais evidentes no comeco da
lactagdo, os rendimentos leiteiros ndo sao alterados negativamente apenas neste
periodo e sim, durante todo o transcorrer da lactacdo, em funcdo das desordens
metabdlicas sub-clinicas da doenga. Rajala-Schultz e Grohn (1999) conforme esses
autores, o rendimento de vacas com o disturbio metabdlico caiu por 4 a 6 dias pos-
parto e a perda variou de 1,1 a 2,9 kg/dia na producédo de leite. Em pesquisas
realizadas nos Estados Unidos, foi constatado que a hipocalcemia afetou
aproximadamente 5 a 9% das vacas leiteiras e que o tratamento deste transtorno foi
oneroso e além disso as vacas afetadas pela hipocalcemia sdo 3 a 9 vezes mais
suscetiveis a outros transtornos associados ao periparto. O custo direto de tratar
casos clinicos de hipocalcemia é estimado em 15 milhdes de ddlares anuais e os
problemas secundarios causados pela paresia do parto podem aumentar o custo
anual de produgdo em mais de 120 milhées de ddlares nos Estados Unidos (Wang,
Vélez e Risco, 1996).

Granjas leiteiras com animais de meédia e alta producdo leiteira
segundo Rebhun (1999), que optam por adotar manejo alimentar e nutricional
adequado, com balango de cations e anions na alimentagdo das vacas para
controlar a hipocalcemia da vaca leiteira apresentam gastos com um custo
aproximado que pode variar de 0,20 a 0,40 ddélares por vaca ao dia. Quando
realizada a prevencgao desta enfermidade, o potencial de lucratividade aumenta uma
vez que vacas acometidas pela hipocalcemia diminuem sua producéao leiteira total
em uma lactagao, perdem escore corporal, ou seja, diminuem o seu potencial de
producao, (Ortolani, 1995).
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1.6 ETIOLOGIA

1.6.1 Fatores Predisponentes

1.6.1.1 Idade

No periodo do periparto, foi observado que aproximadamente 50%
das vacas mais velhas apresentam hipocalcemia sub-clinica, (Horst, Goff e
McCluskey, 2003). Quanto mais velha for a vaca maior sera a possibilidade de o
animal apresentar a enfermidade, devido a uma menor absorcido intestinal e
reabsor¢gdo Ossea de calcio (Ortolani, 1995). O numero de casos de hipocalcemia
em vacas de terceira lactacdoocorre duas vezes ou mais do que em vacas de
segundo parto e nenhuma em vacas de primeira lactacéo, pois vacas multiparas da
3% a 6° lactagdes, produzem mais colostro que novilhas e vacas de segunda cria, o
que leva a uma maior perda de calcio nos primeiros dias de lactagdo (Rebhun,
1999).

1.6.1.2 Efeito Racial

Ortolani (1995) destacou que vacas da raga Jersey apresentam
comparativamente a outras racas leiteiras, menor numero de receptores para 1,25-
(OH), D3 nos enterdcitos, explicando dessa forma a maior incidéncia de
hipocalcemia da vaca leiteira nesta raga, quando comparadas a outras ragas

leiteiras.
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1.6.1.3 Superalimentagéo

Vacas leiteiras de alta produgdo, que sdo superalimentadas no
periodo seco e consequentemente estdo gordas, sofrem diminuicdo do apetite no
pos-parto e entram em grave balango energético. Assim a vaca tenta satisfazer suas
exigéncias energéticas através da lipdlise e protedlise e desta forma, a grande
quantidade de triglicerideos circulantes sobrecarrega o figado, causando um estado
de lipdlise hepatica ou figado gorduroso. De uma forma geral, o grave balanco
energético negativo induz a alteragbes bioquimicas, enddcrinas e metabdlicas,
afetando sua saude e alterando negativamente a reproducédo e produgao leiteira
(OETZEL, 2000).

1.6.1.4 Ordenhas de Colostro

Estudos realizados demonstram que o colostro contém cerca de
duas vezes maior concentracéo de calcio (em torno de 2,2g Ca/L) que o leite comum
(aproximadamente 1,1g Cal/lL), e vacas ordenhadas continuamente, principalmente
nas primeiras 24 horas pés-parto, apresentam maior risco de serem acometidas pela
hipocalcemia (Ortolani, 1995).

Vacas com numero maior de parigdes e lactagdes, segundo Rebhun
(1999), produzem mais colostro que novilhas e vacas de segunda cria, gerando uma

mobilizagdo maior de calcio para produgao do colostro.

1.6.1.5 Fatores Nutricionais

Dietas balanceadas com diferencas negativas de cation-anion
maiores ou menores, podem alterar o pH do sangue, podendo influenciar na
predisposicdo a hipocalcemia, (Constable, 1999 e Goff, 2000). Em estudos
realizados Ortolani (1995) comenta que a ingestdo exclusiva de dietas ricas em

oxalatos (capins do género Setaria) ou ricas em gorduras que nao formam
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complexos com calcio e zinco podem diminuir a disponibilidade do calcio dietético,
predispondo o aparecimento da enfermidade. Outro fator também importante no
desencadeamento da hipocalcemia, seria a diminuicdo da absorcéo intestinal de Ca®
nos primeiros trés dias pés-parto (BOUDA; QUEIROS-ROCHA; GONZALEZ, 2000).

Golf (2008) comenta que a hipocalcemia da vaca leiteira esta
correlacionada a alcalose metabdlica que pode ser induzida por dietas com altos
valores de potassio. Ja Melendez et al. (2002), comenta que o calcio deve ser
calculado nas dietas de modo a favorecer o metabolismo das vacas, mantendo o
equilibrio entre os gastos e o consumo equilibrando-se.

O tipo de alimentagao do periodo do pré-parto esta correlacionado a
hipocalcemia da vaca leiteira (Rebhun, 1999). O mesmo autor cita que as
necessidades diarias de uma vaca adulta de 600kg sdo 39g de calcio, 24g de
fésforo, 16g de magnésio e 65g de potassio, e sendo assim, quase todas as dietas
para vacas secas com forragens e graos, de uso habitual excedem, as necessidades
minimas.

A maioria das variaveis das equagoes de DCAD se tornam mais ou
menos fixas, com excec¢ao da variaveis K e Cl, que apresentariam maior oscilacao
(GOFF; HORST, 1997; BEEDE et al., 2001).

1.6.1.6 Individual

Certas linhagens apresentam determinada predisposi¢ao individual,
sendo que algumas vacas repetem o mesmo problema de alteracdo metabdlica
mesmo apos a adocdo de medidas preventivas em relacdo a enfermidade
(MARCAL, 1996).

Heuer, Schukken e Dobbelaar (1999), citam que foi constatado que
a hipocalcemia da vaca leiteira ocorre com maior frequéncia em vacas gordas. Foi
verificado também, que essas vacas com escore corporal acima do normal

apresentaram menor capacidade de concepg¢ao no primeiro servico.
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1.6.1.7 Estresse

Alguns ensaios foram conduzidos no sentido de se verificar a
correlagcdo entre o estresse e a intensidade na manifestagcdo da hipocalcemia,
sobretudo com o reconhecimento de indicadores biolégicos, entre os quais os
peptideos opidides, ao longo da gestacéo, foi observado um progressivo aumento
dos peptideos opidides enddégenos no sangue (Marques, 2001).

Em abordagem revisional realizada, Sciorsci, Dell’Aquila e Minoia
(2001), relataram que as concentragdes mais altas de peptideos opidides
endogenos (EOP), tais como [R-endorfina, dynorphina, leu-enkephalin e a
endomorphina, ocorreram com maior intensidade no periparto. Ainda segundo os
autores, observou-se que seres humanos viciados em morfina ou em outro opidide,
em estado de overdose, manifestaram sintomas semelhantes ao da hipocalcemia
em bovinos leiteiros, tais como alteracbes nervosas, dificuldades respiratorias,

tetania, coma e morte.

1.6.2 Fatores Determinantes

Em sua observagao, Horst, Goff e Mccluskey (2003), comentam que
a demanda de calcio no inicio de lactagao testa o equilibrio da homeostase do Ca de
cada vaca.

O parto e o inicio da lactagao, conforme Margal (1996), sédo fatores
determinantes para que ocorra a hipocalcemia, pois o teor de calcio no leite € 10 a
12 vezes superior que o teor no sangue, pois, uma vaca com uma produgao lactea
de 20 litros de leite perde diariamente 20 a 30 gramas de calcio por ordenha. Varias
sao as teorias propostas para explicar as causas da hipocalcemia. Entre as mais
citadas esta a de que vacas que recebem no periodo pré-parto dietas com alto teor
de calcio apresentam maiores chances de apresentar a enfermidade. Em trabalhos
realizados, foi verificado que tanto dietas ricas em calcio, como muito baixas deste
macro elemento, parecem prevenir o aparecimento da enfermidade, entretanto,
segundo Ortolani (1995), a maioria dos pesquisadores sobre o assunto néao

consideram os teores dietéticos de calcio como sendo o Unico no desencadeamento
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da hipocalcemia; os pesquisadores dao maior importancia ao balango cation-
anibnico.

Alguns pesquisadores estudam a associa¢gdo do PTH (paratorménio)
a falta de reabsorcdo de Ca pelos rins e também a prevencédo da reabsorcdo nos
ossos (GAYNOIR et al.,, 1989; LECLERC; BLOCK, 1989; GOFF et al.,, 1991;
PHILIPO; REID; NEVISON, 1994).

O balanco do DCAD ¢ dado pela diferenga da concentracéo dietética
(mensurada em miliequivalente por kg) dos principais cations (sddio e potassio) e
dos anions (cloro e enxofre). Quando a diferenca é positiva (mais cations que
anions) diz-se que a dieta é catibnica e vice-versa no caso de dieta aniénica (SETTI;
SCHALCH; ZANETTI, 1998; ORTOLANI, 1995). De maneira geral, os ions regulam
indiretamente o grau de acidez sanguinea. No caso de haver um predominio de
cations, existe uma tendéncia para ocorrer uma alcalose metabdlica, enquanto que a
maior concentracdo de anions, levara a uma possivel acidose metabdlica
(ORTOLANI, 1995).

Normalmente, as vacas leiteiras estdo altamente adaptadas a ingerir
dietas catidnicas, porém, estudos recentes indicam que no periodo pré-parto (um
més antes do parto) a ingestao de dietas ricas em cations pode inibir a producao de
1,25-(OH)2 D3, diminuindo a capacidade do animal de absorver o calcio dietético e
de reabsorver este macro elemento dos ossos (ORTOLANI, 1995; MARCAL, 1996).
Segundo esses autores, acredita-se que a alcalose moderada no puerpério promova
uma menor atividade da enzima renal 1 a - hidroxilase, responsavel pela
transformacao da vitamina D, ocorrendo o inverso quando uma acidose de pequena
intensidade se desenvolve. Além de dietas catidnicas, sabe-se que também sao
fatores determinantes de hipocalcemia a ingestao, no periodo pré-parto, de ragdes
com altas quantidades de fosforo, mais de 80 g por dia. Além disso (SETTI;
SCHALCH; ZANETTI, 1998), a estase ruminal e ou intestinal prolongada no periodo
puerperal diminui a ingestdo de alimentos e a absor¢ao de calcio pelo intestino. As
ordenhas completas e frequentes de colostro, principalmente nas primeiras horas

pos-parto também determinam a perda irreversivel de calcio por este fluido.
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1.6.2.1 Homeostase da Calcemia

Altas concentragdes de fésforo podem bloquear a producédo renal da
1,25-dihidroxi-vitamina D, podendo levar a uma hipocalcemia. As concentragdo do
magnésio no sangue, deve variar entre 0,75 e 1,0 mmol/L ou mesmo 1,8 e 2,4
mg/dL, pois a deficiéncia de magnésio pode alterar a producdo e atuacédo do
paratorménio na absorc¢ao do Ca , (RUDE, 1998). Segundo Ellemberger, Newlander
e Jones (1932) em vacas adultas os valores encontrados para o Ca no sangue é em
torno de 2,1 a 2,5mmol/L ou o mesmo que 8,5 a 10mg/dL.

Os mecanismos pelos quais o organismo animal mantém a
normocalcemia sdo mantidos basicamente pela atuagcdo de dois grupos de
hormdnios antagdnicos produzidos pela paratiredide e a tiredide, respectivamente, o
paratormbénio e a calcitonina. Ainda segundo (ELLEMBERGER; NEWLANDER;
JONES, 1932; RUDE, 1998), caso exista uma pequena diminuicdo da calcemia,
sensores rapidamente detectardo esta mudanca e a producao de paratormdnio sera
estimulada, ocorrendo sua secrecdo. Este hormdnio estimula a atividade da enzima
renal 1 a hidroxilase, a qual catalisa a transformagéao de 1- (OH) D3 em 1,25-(OH),
D3, um metabdlito muito mais potente que o anterior, esta ultima vitamina ira regular,
pelo aumento de sintese de RNA mensageiro, a produgao de proteina-carreadora de
calcio a ser absorvido pelos enterdcitos. Nos ossos, a 1,25-(OH), D3 atuara
aumentando a atividade dos osteoclastos, os quais atuam retirando o calcio dos
depdsitos 0sseos, langando-o na corrente sanguinea. No caso de hipercalcemia,
entrara em acgao a calcitonina, que aumenta a incorporacao de calcio ao 0sso, além
de provocar calciuria.

Nas duas ultimas semanas pré-parto e até o terceiro dia pés-parto,
as vacas leiteiras apresentam certa dificuldade de manter a normocalcemia. Mesmo
as vacas sadias apresentam uma pequena hipocalcemia temporaria, que se inicia
nas ultimas semanas pré-parto e se estende até o 4° e 5° dias pds-parto. Isto ocorre
porque a producgao de vitamina D se encontra ligeiramente diminuida, associada a
diminuicdo do apetite e da motilidade do sistema gastrintestinal, também,
exatamente neste periodo, a demanda de calcio € mais alta para a formacéao do leite

colostral, rico em calcio. Desde que a hipocalcemia ndo seja exacerbada, as



32

parturientes nao apresentardo quaisquer sinais clinicos evidentes (MARQUES,
2001).

Amostras de leite apresentaram quantidades de calcio secretado no
leite similares, em pesquisas realizadas tanto em vacas que nao apresentaram o
quadro de hipocalcemia como em vacas que apresentaram hipocalcemia no parto,
indicando dessa forma que a secregcado excessiva de calcio no colostro ndo é
necessariamente a causa primaria do transtorno metabdlico (WANG; VELEZ;
RISCO, 1996),.

O célcio e o fosforo compdéem mais de 70% dos elementos minerais
do animal e aproximadamente 99% do calcio e 80% do fésforo encontram-se nos
ossos e dentes. O calcio intervém também na formag&do dos o0ssos, coagulagéo
sanguinea, contragdes musculares, ritmo cardiaco, excitabilidade neuromuscular,
ativacdo enzimatica e a permeabilidade das membranas, sendo que o calcio
absorvido pelo intestino e aquele oriundo da reabsorcédo 6ssea sdo as principais

fontes de calcio para o equilibrio da calcemia (CESAR, 2003).

1.7 SINTOMATOLOGIA CLIiNICA

A vaca leiteira que apresenta hipocalcemia pode apresentar um
quadro clinico ou sub-clinico. Segundo (KIMURA; REINHARDT; GOFF, 2006), o
animal pode apresentar diminuicdo do apetite, dificuldade de contracdo muscular e
diminuicdo dos movimentos ruminais. Outros sinais clinicos observados nas vacas
que apresentam a enfermidade, sdo a perda da capacidade de se levantar, ocorre
diminui¢cdo dos movimentos ruminais e da motilidade intestinal, os animais diminuem
a ingestao de alimentos e ocorre queda na producgdo de leite comentam (HORST;
GOFF;. MCCLUSKEY, 2003). Durante o aparecimento da hipocalcemia, a frequéncia
cardiaca aumenta, segundo Rebhun (1999), apesar diminuir o rendimento cardiaco
devido ao retorno venoso reduzido e menor contratibilidade do musculo cardiaco.

Clinicamente a doenga apresenta trés estagios, segundo Castro
(2003), inicialmente, as vacas desenvolvem um quadro de hipersensibilidade
nervosa, caracterizada por agitagao, tetania muscular, movimentos da cabega,

mioclonias e bruxismo. Na maioria das vezes, esta fase clinica inicial pode passar
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desapercebida ao clinico. Antes de apresentar a sintomatologia, o animal
geralmente passa por um estagio preliminar que pode durar varias horas, ocorrendo
apenas anorexia, fezes escassas, sem alteracao da temperatura corporal, frequéncia
cardiaca e respiratoria. Primeiramente a vaca hipocalcémica comega com
contragdes involuntarias e frequentes dos musculos (tetania), com tremores na
cabega e membros, movimenta-se pouco e apresenta pouca ingestao de alimentos,
pode haver agitagdo da cabega, protrusdo da lingua e ranger dos dentes, os
membros posteriores ficam rigidos, podendo levar a quedas. Com a intensificagao
da hipocalcemia, o quadro clinico se altera radicalmente, com aparente depressao
nervosa, sonoléncia, midriase nao responsiva a luz, atitude de auto-auscultacédo,
paresia muscular e hipotermia, percebe-se aumento da frequéncia cardiaca, pulso
fraco com paralisia ruminal e constipagdo. Como o animal pode permanecer muito
tempo em decubito esternal, surgem lesdées musculares e, dependendo da
intensidade do quadro, mesmo com a corregao da calcemia, o animal ndo consegue
mais permanecer em estacido, manifestando o que se chama de sindrome do animal
caido e neste caso, o progndstico é ruim em relagdo a recuperagao clinica, pois a
partir de dois dias de decubito, as chances de reversdo do quadro se tornam cada
vez menores. No proximo estagio, a vaca entra em decubito lateral, quase em coma,
nao conseguindo permanecer em decubito esternal; ocorre queda de temperatura e
as complicacdes circulatorias aumentam, o pulso é fraco e as bulhas cardiacas sao
pouco audiveis e, devido ao decubito lateral prolongado instala-se um quadro de
timpanismo.

Caso a calcemia diminua mais ainda, o animal entra numa fase
critica, com perda total da consciéncia, alheio ao meio ambiente, manifesta paralisia
muscular, taquicardia acompanhada de intensa hipotermia. O insucesso da terapia é
grande nesta fase clinica por causa da toxemia. Todo o quadro clinico evolui em 12
a 24 horas e se nao for tratado a tempo, ocorrera morte por parada respiratoria ou
convulsoes.

Segundo Ortolani (1995), que acompanhou a enfermidade em 39
vacas leiteiras, constatou que em apenas 5,1% dos casos observou-se os primeiros
sinais clinicos, enquanto que na maioria dos casos (84,1%) os animais ja se
encontravam nas fases mais avangadas do quadro clinico.

O nivel normal de célcio no soro sanguineo € de 10mg/DLL

aproximadamente, ainda segundo Rebhun (1999), o grau de hipocalcemia nao se
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correlaciona perfeitamente com os sinais clinicos. Uma vaca com 7mg/dL de calcio
no soro sanguineo € capaz de permanecer em estagcdo, porém, apresenta
meteorismo. Ja com a concentragcdo de 5mg/dL, o animal entra em decubito esternal
e, com concentragcbes menores que 4mg/dl, a maioria das vacas se tornam

comatosas.

1.8 DIAGNOSTICO

Dados de anamnese, evidéncia dos sinais clinicos e resposta ao
calcio intravenoso devem servir de base para o diagnodstico da hipocalcemia,
segundo Margal (1996). Em relacdo aos dados de anamnes, deve ser investigado
tudo que possa favorecé-lo: quantidade de leite produzido, pois quanto maior o
volume de colostro maior sera a pré-disposi¢cao do animal a hipocalcemia; idade do
animal, pois vacas com mais de trés crias sdo mais suscetiveis; tipo de alimentacgao,
porque as forragens a base de leguminosas sdo mais ricas em calcio.

O clinico deve ter como base que a hipocalcemia esta
principalmente relacionada com o peri-parto e por essa razao este profissional deve
evidenciar os sinais que sao muito importantes numa exploracgao leiteira.Em relagao
a evidéncia de sinais clinicos € importante conhecer as fases classicas e atribuir o
tratamento imediato. A resposta ao calcio intravenoso tem sido uma ferramenta para
se dar o diagnéstico a campo, quando se supde ser a hipocalcemia e ndo ha como
quantificar a calcemia por mensuragcdo sanguinea laboratorial (MARCAL, 1996;
MARQUES, 2001).
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1.9 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

O quadro de hipocalcemia pode ser confundido com o quadro de
cetose, segundo Palhano (2001), embora essa enfermidade possua outra etiologia,
sendo deficiéncia de carboidratos e rapido metabolismo de lipideos. O autor afirma
ainda, que nao se pode esquecer de que a hipocalcemia ocorre no pdés-parto
imediato devido a grandes perdas de calcio pela lactagéo, ao passo que, no caso de
cetose, além do halito caracteristico de cetona, observa-se sua ocorréncia alguns
meses apds a lactagdo, pois a vaca entra em balangco energético negativo, perde
peso progressivamente e ha deficiéncia na ingestdo de carboidrato, levando ao
metabolismo intenso de tecido gorduroso também de forma progressiva. Deve ser
investigada a possibilidade da existéncia de outras enfermidades, segundo Marcal
(1996). Dentre estas enfermidades, destacam-se as toxemias grave, causada por
mastite flegmonosa ou por peritonite, a hipomagnesemia,a injuria fisica por lesdo do
nervo obturador ou por quedas, a acidose ruminal ,ou seja, enfermidades que

causam decubito.

1.10 PROGNOSTICO

Na maioria das vezes, o prognostico é favoravel desde que a
hipocalcemia seja diagnosticada e tratada de forma precoce. Tanto Ortolani (1995),
Rebhun (1999), quanto Radostits (2003) afirmam que normalmente as vacas com
hipocalcemia que s&o tratadas com solugdes de borogluconato de calcio, respondem
de maneira rapida e positiva ao tratamento. Por outro lado, quando o diagndstico é
realizado muito tarde, com os sinais clinicos ja bastante avangados com decubito
lateral prolongado, timpanismo, paralisia muscular, hipotermia e coma, o prognostico
tende a ser desfavoravel (ORTOLANI, 1995; MARCAL, 1996; MARQUES, 2001).



36

1.11 TRATAMENTO

Experimentos para determinacdo de qual o melhor tratamento para
hipocalcemia da vaca leiteira sdo realizados ha décadas Mullen (1975) realizou
experimento com tratamentos comparativos de 8g de Ca + 500mg de Aspartato de
Magnésio e 12 a 36g de borogluconato de calcio convencional, neste estudo,
encontrando resultados semelhantes. Dois anos mais tarde, Mullen (1977) comparou
3 tratamentos ( 8g de calcio, 8g de calcio + 1,03g de magnésio e 6,29 de calcio),
foram analisadas as respostas apos 24 horas e as respostas clinicas das relacdes
de 8g dos dois primeiros tratamentos foram semelhantes, porém, os resultados com
a aplicagado de 6,2g de calcio foram significativamente inferiores, com recidiva de
aproximadamente 44% dos casos. Nao houve evidéncias de que o magnésio
somado a solugao de calcio melhorou a resposta clinica nos bovinos.

O tratamento sistémico com sais a base de calcio geralmente
promove a cura da enfermidade e de acordo com Margal (1996), o borogluconato de
calcio (com fosforo e magnésio), na dosagem de 1 a 2 ml/kg intravenoso de forma
lenta e os glicocorticéides, tais como dexametasona, hidrocortisona, predinisolona e
flumetazona podem ser usados como auxiliar no tratamento da hipocalcemia. Os
glicocorticéides podem agir nesses casos, na estimulagao do apetite, diminuigdo da
producao de leite por impedir a captura de glicose pela mama, estimulagdo da
atividade glicogénica, estimulagdo da mobilizacdo de aminoacidos precursores de
glicose e na diminuigdo da capacitagao de glicose pelos tecidos periféricos. Pode ser
usada também a tiamina ou vitamina B1, na dose de 4g/dia/I[M por 5 dias, com a
funcdo de estimular o apetite, melhorar a absor¢do de calcio e possuir agao
antineuritica, recomendavel para animais em decubito. Outro procedimento seria
evitar a pratica da super-ordenha de leite colostral nos primeiros dias pds-parto.

Solugbes de borogluconato de calcio intravenoso ou subcutaneo
usados no tratamento da hipocalcemia conduzem ao restabelecimento rapido do
ténus muscular e da fungdo da musculatura lisa no trato gastrintestinal. Durante a
administragcdo de calcio intravenoso, normalmente, as vacas eructam, defecam e
urinam. Com a infusdao de solugdes intravenosas de calcio ha uma queda da
frequéncia cardiaca pela melhora do ténus muscular Rebhun (1999) e se houver um

aumento repentino da frequéncia cardiaca ou arritmias a infusdo deve ser ministrada
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mais lentamente ou até suspensa (Rebhun, 1999). As solugcdes de calcio devem ser
aquecidas proximas a temperatura corporal antes da infusdo. O tratamento por via
subcutanea nédo é conveniente em vacas com hipocalcemia em estado adiantado,
pois possui um ritmo lento de absorg¢ao devido a circulagéo periférica prejudicada.
Um frasco padrédo de borogluconato de calcio a 23% de 500 ml contém 10g de
calcio. Uma vaca leiteira holandesa adulta em bom estado corporal com 700 kg de
peso, possui aproximadamente 210 litros de liquido extracelular, caso o nivel de
célcio seja de 5mg/dL o déficit de calcio é de 10,5 g e deste modo, um frasco de
célcio elevara o calcio do soro para 10mg/dL. A maioria dos clinicos administra
ainda, por via subcutanea, mais 250 ml. Ainda segundo (REBHUN, 1999), na maioria
dos casos tratados na fase inicial da doenga apenas um tratamento é suficiente,
porém, se houver recidiva, deve-se considerar a administracdo de magnésio, além
do calcio. Ja, segundo Melendez et al. (2002), para um melhor controle da
hipocalmia, uma dose € dada ao parir e outra dose deve ser dada entre 6 e 12h
depois da primeira dose, de acordo com o quadro clinico do animal. Goff (2008)
indica como tratamento a aplicacédo de Ca (borogluconato de calcio) endovenosa e
relata que as preparagdes comerciais contém também magnésio, fosforo e glicose
em suas férmulas. O calcio pode também ser aplicado via subcuténea, apresentando
maior variagao na absorgao.

Existem outras opgbes para o tratamento da hipocalcemia segundo
(REBHUN, 1999), como o gel e solugdes orais de calcio. Destas opgdes tém-se
comprovado que apenas o cloreto de calcio esta adequadamente biodisponivel para
o tratamento clinico da hipocalcemia. As formas liquidas do cloreto de calcio, quando
administradas em vacas caidas, podem provocar pneumonia por aspiragao e morte.
O uso de calcio oral requer perfeito funcionamento dos reflexos da degluticdo para
evitar que estes materiais irritativos entrem na traqueia. Também podem auxiliar no
tratamento, o uso de compostos preparados de uso oral associados com vitaminas,
dextrose e sais minerais, comenta Marcal (1996). No entanto, Goff (2008) comenta
sobre o0 uso de calcio oral, com a observagao de que seria mais recomendado como
tratamento preventivo, o autor também salienta sobre o uso da Vitamina D no

tratamento preventivo da hipocalcemia da vaca leiteira.
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Em pesquisas realizadas com o naloxone, um antagonista opidide,
(SCORSCI; DELL’AQUILA; MINOIA, 2001) concluiram que o nalaxone foi efetivo no
tratamento da hipocalcemia tanto quanto a terapia de calcio. Conforme os autores, a
terapia eletiva é administrar esse tipo de antagonista que farmacologicamente ocupa
os receptores de opidides nas células, mas sem afetar o comportamento, tendo uma
meia vida de 15 a 20 minutos. Em um outro ensaio, os autores compararam o efeito
do calcio e do naloxone no tratamento da hipocalcemia, ndo encontrando diferenca
estatistica na resposta. A terapia com borogluconato de calcio recuperou 67% das
vacas em menos de 30 minutos e 33% precisaram de tratamentos repetidos. Ja com
0 uso de naloxone foram recuperadas 100% das vacas tratadas, sendo que 58,8%
das vacas recuperaram-se dentro de 20 minutos, e em 41,2% das vacas foi
necessario repetir o tratamento.

Além dos tratamentos com medicamentos, outros cuidados de
manejo podem favorecer na recuperagdao dos animais com hipocalcemia, como
evitar que os animais fiqguem em locais inadequados com superficies lisas e
escorregadias, pois este cuidado pode prevenir a miopatia do esfor¢co ou outras
lesdes musculoesqueléticas frequentemente observadas nas vacas hipocalcémicas
que se debatem para se levantarem em pisos escorregadios. Quanto a ordenha
pode-se afirmar que n&o existe consenso entre os profissionais, porque a ordenha
incompleta favoreceria o tratamento da hipocalcemia, mas por outro lado, esta vaca
ficaria exposta a possiveis mastites. Rebhun (1999) manifestou-se a favor da
ordenha completa das vacas que apresentem pré-disposi¢gdo, ou mesmo, as vacas
com a enfermidade.

O tratamento da hipocalcemia clinica na vaca leiteira deve comecar
0 mais rapido possivel, de preferéncia no primeiro estagio da doenga (CASTRO,
2003). Ainda de acordo com o autor mencionado, vacas tratadas em estagios
adiantados possuem queda na producdo de leite, acarretando diminuicdo na
lactacao total do animal.

Segundo Charbonneau, Pellerin e Oetzel (2006), o melhor
tratamento para a hipocalcemia € diminuir o risco de incidéncia da patologia usando
a DCAD, de forma correta no periodo do periparto das vacas leiteiras. No entanto,
Lean et al. (2006), salienta que uma DCAD com baixo percentual de Ca, fornecida
por longos periodos no periodo pré-natal, pode levar a baixa de Ca disponivel nos

0sso0s, aumentando dessa forma o risco de febre do leite ou fratura. O autor comenta
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ainda que o aumento do Mg em dietas pré-parto pode diminuir a incidéncia de

hipocalcemia.

1.12 PREVENGAO

Estudos foram realizados na tentativa de prevenir a hipocalcemia da
vaca leiteira como a realizada por Westerhuis (1975), o autor comenta que no
periodo seco, as vacas deveriam ser alimentadas com ragdes cujos niveis de Calcio
fossem baixos, sendo que o fosforo e a vitamina D devem estar em niveis
adequados. Apds o parto, o calcio das ragdes deve passar para 1% da matéria
seca, em relacdo ao fésforo e a vitamina D devem ser novamente adequados. A
administracao de 30 g de Mg diariamente, antes e depois de parir, € aconselhavel
para prevenir a hipomagnesemia, uma vez que esta pode ser confundida com a
hipocalcemia. Estudos para prevenir a hipocalcemia em animais propensos,
utilizando como base a restricado do calcio (33,1 a 43,9g de Ca/dia) no periodo seco
das vacas e alimentacao rica em calcio (148 a 196 g/dia) no pés-parto, fez com que
nao ocorresse a doenca em 45 das vacas estudadas, sendo que apenas quatro
animais mostraram calcio sérico com menos de 7,5mg/100ml de sangue. Pesquisas
como a realizada por Hibbs e Conrad (1976), que administrou vitamina D, por um
periodo de 3 a 8 dias antes do parto preveniu 80% dos casos de hipocalcemia.
Também foi observado que a ingestdo continua de vitamina D reduziu a incidéncia
da enfermidade em vacas propensas de 60% para 26,1%. Sendo assim, os estudos
sugerem que a vitamina D previne, de certa forma, a hipocalcemia. Segundo
Sansom et al. (1976), vacas que receberam calecalciferol intramuscular duas horas
depois de parir, sofreram menos hipocalcemia e hipofosfatemia que o grupo de
controle. Houve uma pequena concentracdo de magnésio no plasma das vacas
tratadas e esta experiéncia sugere que o colecalciferol possui um potencial para
prevencgao ou tratamento da hipocalcemia.

Em estudos realizados por Horst et al. (1977), observou-se que a
vitamina D aumentou nitidamente durante o periparto que foi mantido durante 2 a 5
dias, sugerindo que a paresia poés-parto pode nao ser resultado de sintese de
vitamina D. Ja Gast et al. (1979) realizaram testes com aplicacdo de 4mg de

metabodlitos da vitamina D, 1,25 dihidroxicolecalciferol na dose de 5ml em veiculo
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aquoso por via intramuscular. Baseado nas observagdes, foi indicado como método
preventivo na hipocalcemia. No entanto, estudos foram realizados para investigar a
eficacia de doses altas de colecalciferol e flumetazona para prevengdo da
hipocalcemia sub-clinica e clinica. Ao final do estudo, Karatzias (1992) verificou que
os niveis de vitamina D3 ndo sofreram alteracéo, concluindo que este procedimento
para profilaxia da hipocalcemia nao foi eficaz. Segundo Horst (1986), tem-se
utilizado a administragdo parenteral de metabdlitos de vitamina D, observando-se
graus variados de éxito na prevengao da hipocalcemia da vaca leiteira.

Testes feitos com a vitamina D, concluiram que apesar de prevenir a
hipocalcemia, alguns animais morreram quando tratados, 32 dias antes do parto. Os
sinais de intoxicagdo mostraram calcificagdes metastaticas difundidas nas vacas,
Littledike e Horst (1982) concluindo-se que a vitamina D possui baixa margem de
seguranga. Zeperitz et al. (1991), também obervaram que a administracéo
prolongada de metabdlitos da vitamina D, como 25-hidroxivitamina D3 e 1,25-
dihidroxivitamina D3 podem causar calcificagdo de érgéos internos e outros sinais de
intoxicagao por vitamina D.

Goff (2008) comenta ainda sobre o0 uso da Vitamina D no tratamento
preventivo da hipocalcemia da vaca leiteira e salienta que a dose de Vitamina D que
efetivamente previne a enfermidade esta muito proxima da dose que causa
calcificacdo metastica dos tecidos moles.

Foi constatado em pesquisas, que vacas com hipomagnesemia
tinham menor capacidade para mobilizar calcio. Segundo Contreras, Manston e
Sansom (1982), estas vacas também apresentaram aumento do consumo de calcio
acima do recomendado pelo “National Research Council — NRC”, que sao de 39g de
célcio, 24g de fésforo, 16g de magnésio e 65g de potassio para vacas com 600 kg.
Aparentemente n&o proporcionou nenhuma vantagem particular para melhorar o
metabolismo do calcio e prevenir a hipocalcemia, quando se proporcionou a dieta.

Em estudo realizado com vacas alimentadas com 71g de magnésio
por dia, indices de mobilizacdo de calcio 6sseo foram maiores que em vacas
alimentadas com 17g de magnésio por dia. Durante o periodo seco, em vacas
leiteiras a entrada de calcio de 26,4g/dia era muito alta para estimular a reabsorg¢ao
de calcio dos ossos (VAN DE BRAAK; VAN'T KLOSSTER; MALESTEIN, 1987)
comentaram ainda que rebanhos com “déficit” de magnésio no pré-parto podem

desenvolver insuficiente mobilizagao de calcio do osso.



41

Em pesquisa realizada com o PTH, onde foi realizada a
administracao intravenosa continua do horménio paratiredideo trés dias antes do
parto, este tratamento evitou a hipocalcemia em vacas alimentadas com dietas ricas
em calcio; entretanto, Goff, Littlekike e Horst (1986) classificam este procedimento
como nao pratico e de dificil execugdo para ser utilizado de maneira rotineira.
Métodos envolvendo a administragao de oOleos vegetais que se liguem ao calcio,
tornando este indisponivel, impossibilitando a absorg&o do calcio disponivel na dieta
dos animais, estdo sendo estudados, salienta Wilson (2003).

A concentragao total de potassio da dieta pode variar entre 1% e
1,8% ou mais; desta forma, resulta uma diferenga cation-anion na dieta (DCAD) que
varia de + 100 a + 350 mEq/kg/MS. Na dieta da vaca seca, segundo Beede (1992)
estas dietas catibnicas e ndo o excessivo conteudo de calcio, sdo a causa principal
da hipocalcemia de apresentagao clinica, hipocalcemia sub-clinica e transtornos
correlatos.

A partir dos estudos realizados para compreender a etiologia da
hipocalcemia e encontrar uma forma de evita-la, segundo Ortolani (1995) foram
geradas medidas eficazes para prevenir essa enfermidade. Basicamente, as
medidas preventivas estdo centradas no oferecimento de dietas anidnicas nas
ultimas semanas que antecedem o parto. Grande parte dos alimentos triviais séo
catiénicos, como por exemplo o feno de alfafa + 431 mEq/kg; o capim napier + 349;
a silagem de milho +156; o farelo de soja +266 de forma que se deve evitar oferecé-
los no més que antecede o parto, em especial aqueles com mais de + 400 mEqg/kg,.
Para tornar a dieta mais anibnica recomenda-se em rebanhos com incidéncia
superior a 1% de hipocalcemia, que seja oferecido sais ricos em &anions,como:
sulfato de calcio , cloreto de ambnia, sulfato de magnésio, sulfato de amoénia e
cloreto de calcio.

O propionato de calcio, segundo Pehrson, Svensson e Jonsson
(1998), teve um efeito preventivo significante quando administrado 36 horas antes e
24 horas depois do parto, podendo ser comparado com o cloreto de calcio.

Dhimam e Sasidharan (1999) destacaram que os géis a base de

CaCly (cloreto de calcio) podem ser usados na prevengdo da enfermidade em vacas

que apresentam pré-disposicao a hipocalcemia da vaca leiteira.
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Em outro estudo, segundo Pehrson et al. (1999), o uso de acidos na
alimentagao nao representa perigo a saude de vacas secas, pelo menos, quando a
diferenga entre cation dietético e &nion € maior que aproximadamente 1.200meq/dl
ou — 140meq/kg de MS.

Os sais utilizados para promover alimentagao anionica sao em geral,
de paladar desagradavel possuindo também um custo alto. Sendo assim segundo
Rebhun (1999), deve-se fazer a incorporagé&o dos sais anidnicos em alimentos de
melhor sabor, facilitando desta forma a ingestdo pelo animal. O autor comenta que
os anions devem ser administrados aproximadamente trés semanas antes do parto,
porém, caso nao haja lugar especifico para que se proceda ao tratamento desses
animais, esses sais podem ser fornecidos desde o principio até o final do periodo
seco.

Os desequilibrios minerais em gado leiteiro estdo frequentemente
relacionados com o manejo nutricional durante o periodo seco. Segundo Oetzel
(2000), a incidéncia de hipocalcemia, hipofosfatemia e hipomagnesemia podem ser
minimizada por uma dieta nutricional bem formulada no periodo seco. A presencga de
sais anibnicos na dieta, neste periodo, pode trazer beneficios na prevencdo da
hipocalcemia, porém, esta suplementagao pode reduzir o consumo de matéria seca,
se esta ndo for de excelente qualidade e boa palatabilidade. Uma dieta balanceada
em cation-anion pode influenciar em casos de hipocalcemia, aumentando ou
diminuindo o pH do sangue das vacas leiteiras, comentam Constable (1999) e Goff
(2000).

Em pesquisas realizadas com DCAD, chegou-se a conclusao de que
o consumo de 4,5kg de um concentrado aniénico com balango cation-aniénico da
dieta igual a - 240 mEqg/kg de MS nao foi suficiente para tornar a ragdo negativa e
eficaz na prevencao da enfermidade. Em outro estudo, Setti (2001) observou que o
balango cation-aniénico de +86 mEq/kg/MS foi semelhante ao de +173 mEq/kg/MS
para os parametros estudados.

Cesco (2001) comparou trés sais de calcio para tratamento de
hipocalcemia em vacas holandesas nao prenhes, nas quais foi induzida a condigao
de hipocalcemia através de infusdo intravenosa de Na, EDTA. Os trés sais
comparados foram: o borogluconato de calcio a 20%, o borogluconato de calcio a
15% e o cloreto de célcio a 6%. Em um grupo controle, apenas foi administrada

solugdo de soro fisioldgico, e os resultados encontrados indicaram que todas as
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solugcdes de calcio utilizadas reverteram o quadro de hipocalcemia nos trés estados
clinicos.

O uso de dietas anibénicas por grandes periodos de tempo deve ser
evitada, pois 0 ambiente acido nao é fisioldgico. O objetivo de usar dietas anidnicas
apenas antes do parto € o de colocar calcio disponivel quando ele é mais necessario
ao organismo do animal, nao sendo recomendado seu uso por periodos maiores que
21 dias antes do parto. Goff (2008) comenta também, que efeitos negativos s&o
encontrados quando se usa esta dieta por um periodo de tempo prolongado,
causando acidose metabdlica e predispondo osteoporose.

Estudos estdao sendo efetuados com o uso de zeolite (silicato de
aluminio) na alimentagdo de vacas leiteiras, com o objetivo de reduzir a quantia de
calcio disponivel para absor¢cdo da dieta das vacas no periodo do pré-parto
(THILSING-HANSEN et al., 2002; KATSOULOS et al., 2005; PALLESEN et al., 2008.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar variaveis bioquimicas sanguineas em vacas leiteiras no
periodo do periparto que possam auxiliar para um diagnédstico

precoce da hipocalcemia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Mensurar calcio, fosforo e magnésio sanguineos na busca de se
obter valores de referéncia e as possiveis alteracbes desses
valores em vacas leiteiras que apresentem ou ndo o quadro de

hipocalcemia no periodo do periparto;

e Reconhecer possiveis alteragdes nos valores sorolégicos da
fosfatase alcalina, aspartato-aminotranferase e gama-
glutamiltransferase em vacas no periodo de periparto que

apresentem ou n&o hipocalcemia;

o Estabelecer valores de referéncia da B-endorfina presente no

soro sanguineo dos bovinos;

e Investigar se a B-endorfina demonstra seus valores alterados em
vacas no periodo do periparto que apresentem ou néo

hipocalcemia,;

e Avaliar a curva da B-endorfina em vacas que apresentaram

hipocalcemia clinica.
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Avaliacao Bioquimica Sorolégica do Metabolismo Mineral de Bovinos Leiteiros
no Periparto

lara de Oliveira Buture'

Resumo: A hipocalcemia da vaca parturiente € um disturbio metabdlico que ocorre
em vacas leiteiras de alta producdo durante o periparto causando sinais de
debilidade muscular (geralmente com o animal alerta), excitabilidade, tremores
musculares, prostragao, decubito inicialmente esternal que evolui para lateral, entre
outras alteragbes. Essa doenga causa grandes perdas econbmicas a agropecuaria
leiteira, uma vez que resulta na diminuicdo da producao de leite e perda de peso
corporeo, além de diminuir a vida produtiva das vacas acometidas. A fim de
minimizar prejuizos na producao leiteira procuramos alteragbes bioquimicas em
calcio, fosforo e magnésio sanguineos no periparto de vacas leiteiras que sirvam
como parametros para diagnostico precoce da hipocalcemia diminuindo sua
incidéncia

Palavras-chave: Hipocalcemia, Vaca parturiente, Calcio, Fésforo, Magnésio.

Biochemical sorological evaluation of mineral metabolism of dairy bovines in
periparto.

Abstract

The hipocalcemia in the parturient cow is a metabolic disturb that occurs in dairy
cows of high production during the periparto causing signs of muscular debilities (in
general with the animal aware), excitability, muscular shake, prostration, lying initially
external with evolution to lateral, among other alterations. This illness causes great
economic losses to the dairy cattle breeding since it results in decreasing of milk
production and animal weight lost, and besides it diminishes the productive life of the
attacked cows. In order to minimize damages in dairy production we look for
biochemical alterations in calcium, phosphorus and magnesium in the periparto of
dairy cows to be used as parameters for hipocalcemia precocious diagnostic,
lessening its incidence.

Keywords: Hipocalcemia, dairy cows, parturient cow, calcium, phosphorus,

magnesium. treatment, prophilaxy.

' Doutoranda em Ciéncia Animal Area de Concentragio: Sanidade Animal da Universidade Estadual de
Londrina.
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INTRODUGAO

Disturbios na concentragdo de calcio podem levar uma vaca a
perder a capacidade de se levantar momentaneamente ou n&o, concentracdes
baixas de Ca no sangue, que é essencial para que possa ocorrer a sincronia dos
movimentos, fazem com que o animal fique impossibilitado de se levantar.
Normalmente este disturbio ocorre em vacas no periodo do periparto, ainda segundo
(GOFF, 2008), a hipocalcemia aumenta a susceptibilidade a outras doencgas
metabdlicas e infecciosas.

O organismo animal consegue controlar a concentragao normal de
Ca no sangue na maior parte do tempo, ainda segundo (HORST; GOFF;
MCCLUSKEY, 2003), mas ocasionalmente ocorrem falhas nestes mecanismos, que
podem resultar na hipocalcemia da vaca leiteira. A hipocalcemia pode se apresentar
na forma de hipocalcemia clinica ou sub-clinica, sendo que nas duas formas
segundo (KIMURA; REINHARDT; GOFF, 2006) elas reduzem de forma significativa
a produtividade de leite da vaca afetada pela enfermidade.

A hipocalcemia destaca-se entre uma das principais enfermidades
observadas em vacas leiteiras. A hipocalcemia € um disturbio metabdlico que
costuma acometer estes animais imediatamente apos o parto. Também conhecida
como paresia puerperal ou paresia do pos-parto, comenta (CORBELLINI, 1998) que
a hipocalcemia da vaca leiteira € uma doenga metabdlico-nutricional das mesmas e
que ocorre principalmente no periodo de 48 horas antes a 72 horas pds-parto.

A doenca é caracterizada pelo desequilibrio subito na regulagdo do
calcio, cursando com debilidade muscular e paresia, geralmente com o animal alerta
(BOUDA; QUEIROS-ROCHA; GONZALEZ, 2000), a enfermidade pode ser causada
por alimentacdo com dieta rica em calcio e potassio (especialmente nas duas
semanas anteriores ao parto); com a relacdo célcio e fosforo (Ca™: P*) inadequada,
ou também por alteragdo nos mecanismos reguladores de calcio sérico. Estudos
demonstram que a hipomagnesemia afeta o metabolismo do Ca através da reducéo
da produgdo do paratorménio (LITTLEDIKE; HORST, 1982), também reduz a
sensibilidade dos tecidos ao Paratorménio (RUDE, 1998). O desequilibrio na

regulagdo no Ca* pode ocorrer pela diminuigdo da atividade da glandula paratiredide
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e consequente diminuicao da secre¢cdo de hormdnio PTH no periparto, causada por
sobrecarga nutricional com Ca* antes do parto. No pos-parto ocorre uma grande
perda de Ca’ sérico para o colostro o qual, juntamente com a diminuigdo da
atividade da paratiredide, resulta em queda brusca em sua concentracado plasmatica
que suplanta a capacidade de adaptagao organica do animal, desencadeando assim
um quadro clinico de hipocalcemia. Outro fator também importante no
desencadeamento da hipocalcemia, seria a diminuicdo da absorcéo intestinal de Ca*
nos primeiros trés dias pos-parto (BOUDA; QUEIROS-ROCHA; GONZALEZ, 2000) e
a deficiéncia de Mg durante o periodo fora de lactagdo (COBERLLINI, 1998).

Vacas leiteiras com hipocalcemia apresentam diminui¢do do apetite,
baixa producgéo de leite e diminuicdo dos movimentos do rumen, segundo (KIMURA,;
REINHARDT; GOFF, 2006). Os animais que desenvolvem hipocalcemia,
geralmente, apresentam sinais que se iniciam com excitagao, tremores musculares,
anorexia, ataxia e debilidade geral. Os sinais evoluem para prostragdo e decubito
esternal com paresia, perda de sensibilidade progressiva das extremidades pélvicas
até a cabeca, depressio e sonoléncia, extremidades frias, auséncia de movimentos
ruminais, retencéo de urina, constipagao. (BOUDA; QUEIROS-ROCHA; GONZALEZ,
2000) comentam ainda que a retengao placentaria é frequente e caso o animal néao
seja tratado observa-se decubito lateral e coma que € caracterizado por flacidez
muscular, batimentos cardiacos débeis e irregulares, frequéncia respiratéria e
temperatura corporea diminuidas, além de timpanismo.

O diagnéstico normalmente é feito com base na histéria clinica, com
inicio repentino dos sinais nas primeiras 24 horas até trés dias apds o parto, mais os
dados do exame fisico e constatagdo de concentragéo sérica de Ca* diminuida (<1,6
mmol/L ou 4 mg/100ml) (BOUDA; QUEIROS-ROCHA; GONZALEZ, 2000). No
diagnodstico diferencial, devem ser incluidas as enfermidades toxémicas graves,
causadas por mastite flegmonosa ou por peritonite, hipomagnesemia, acidose
ruminal e problemas de bexiga que resultem em decubito. Segundo Palhano (2001),
0 quadro de hipocalcemia da vaca parturiente pode ser confundido com o de cetose,
que pode ocorrer alguns meses apos a lactagdo devido a balango energético
negativo.

Estudos realizados, segundo Horst, Goff e. Mccluskey (2003),
demonstram que levantamento nos USA, sugerem que cerca de 5% das vacas

leiteiras desenvolvem a hipocalcemia da vaca leiteira. Em pesquisa realizada no
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Brasil foi encontrada a incidéncia de 4,25 % de casos de hipocalcemia da vaca
leiteira, ainda segundo Ortolani (1995), a letalidade pode chegar proxima de 12,8%.

Aproximadamente 20 milhdes de dolares sdo gastos anualmente no
tratamento e controle da hipocalcemia, sendo a metade desse valor gasto com
medicamentos. Outro prejuizo constatado é na produgao leiteira, ja que as vacas
reduzem em cerca de 60kg sua produgcdo e perdem por volta de 15kg de peso
corporeo, além de terem sua vida produtiva diminuida e serem descartadas
precocemente. Outro fator a se considerar é o fato de que vacas com hipocalcemia
tenham seis vezes mais chance de desenvolverem mastite do que as vacas sem o
problema, além de terem maior incidéncia de retengao de placenta, deslocamento de
abomaso e paralisia nervosa (CASTRO, 2003). Ainda segundo o autor, todas estas
enfermidades estdo inter associadas e basta que a hipocalcemia ocorra para a
susceptibilidade as outras doencas ocorrerem também. A incidéncia média desta
enfermidade é de 5% a 6%, mas estima-se que 50% das vacas apresentam
hipocalcemia sub-clinica apoés o parto. (HORST; GOFF; MCCLUSKEY, 2003)
também comentam que levantamento nos USA sugerem que cerca de 5% das vacas
leiteiras apresentam hipocalcemia clinica no periodo do periparto e 50% das vacas
mais velhas apresentam hipocalcemia sub-clinica. Estas vacas hipocalcémicas
estariam susceptiveis as outras doengas pos-parto. Pesquisas da Universidade de
Cornell, EUA, mostram que vacas que apresentam hipocalcemia sao 23,6 vezes
mais propensas a desenvolver problemas de cetose e quatro vezes mais propensas
a apresentar retencao de placenta. Segundo (KIMURA; REINHARDT; GOFF, 2006),
a hipocalcemia aumenta os riscos das vacas que apresentam a enfermidade em
apresentarem outras patologias como deslocamento de abomaso e mastite.

Estudos demonstraram que vacas em producdo e com dietas
contendo altos teores de energia no inicio do pds-parto sdo submetidas por menor
tempo a agao bloqueadora dos opidides enddgenos sobre a secregédo de LH. Assim,
voltam a ciclar mais rapidamente, quando comparadas aquelas que recebem dietas
com baixos teores de energia no inicio do pds-parto, sugerindo que a recuperagao
pos-parto sofre influéncia da condicdo nutricional do animal (SINCLAIR;
BROADBENT; HUTCHINSON, 1995).

Estudos estdo sendo realizados para verificar a correlacdo entre o
estresse e a intensidade da manifestacdo da hipocalcemia, sobretudo com o

reconhecimento de indicadores biologicos, entre os quais os peptideos opidides. No
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periodo da gestagao, segundo Marques (2001), ocorre um progressivo aumento dos
peptideos opidides enddgenos, aumentando assim, as suas concentragbes no
plasma sanguineo.

Segundo Sciorsi, Dell’Aquila e Minoia (2001), estudos demonstraram
haver uma tendéncia em se acreditar que os peptideos opidides enddégenos fossem
também responsaveis pelo desencadeamento da hipocalcemia da vaca leiteira.

O tratamento da hipocalcemia, assim como o seu diagndstico, &
simples e se baseia na administracdo de solugdes de calcio endovenoso, sempre
com controle da frequéncia cardiaca através da auscultacdo (BOUDA; QUEIROS-
ROCHA; GONZALEZ, 2000).

A diferengca entre cation e anion (DCAD) absorvidos de uma
determinada dieta determina o balang¢o do equilibrio acidobasico e, portanto, o ph do
sangue, podendo auxiliar na prevengao da hipocalcemia. O autor comenta ainda
que, com excegao de K e Cl, as outras variaveis nas equacgdes da DCAD podem ser
mais ou menos estabelecidas em relagdes fixas (Degaris e Lean, 2008).

Tentando contribuir para a prevencao e controle da doenca,
diminuindo assim perdas e prejuizos na produgao leiteira, procuramos avaliou-se
variagdes da concentracdo sérica de calcio, fosforo e magnésio em vacas leiteiras

de alta producio no periodo de periparto e em vacas nao prenhes.

MATERIAL E METODOS
Selecao dos animais

Foram utilizadas 20 vacas de leite de alta producgao, procedentes de
granjas do sul do Parana, da ragca Holandesa Preta e Branca, sendo 10 vacas
gestantes (G1) lactantes no sistema duas ordenhas/dia e 10 vacas ndo gestantes
(G2) lactantes no sistema duas ordenhas/dia.

Os animais foram mantidos numa area de 12,0 hectares, divididos
em seis piquetes com 2,0 hectares cada, separados por cerca eletrificada composta
de 2 fios de arame, sendo o primeiro fio distante 0,45m do solo com espagamento de
0,45m entre os fios. Os piquetes tinham um cocho d’agua e um cocho coberto para
suplementagcdo mineral. Os animais ficaram alojados em piquetes formados por

capim italiano, azevém e aveia, sendo estes suplementados com silagem de milho,
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silagem de aveia, farelo de milho, suplemento concentrado por producdo e sal
mineral a vontade.

Os animais selecionados para o experimento foram desverminados,
com produto de amplo espectro (ivermectina) no periodo que antecedeu o inicio do
experimento. Além do vermifugo, os animais receberam doses de reforgo contra
aftosa e raiva.

O experimento teve uma duragdo de onze meses, sem periodo

destinado a adaptacado dos animais.

Colheita das amostras

As amostras de sangue dos animais do grupo G1 foram colhidas no
14" e 7" dias anteriores ao parto; no dia do parto, e no 7" e 14" dias apds o parto. Com
relacdo aos animais do grupo G2, foram colhidas duas amostras em dois diferentes
dias escolhidos aleatoriamente, sendo a primeira colheita no inicio do experimento e
a segunda, no final do experimento.

O sangue foi colhido através de venopuncéo jugular, foram
utillizando-se agulhas descartaveis e tubos tipo vacutainer da marca BD de 10 ml.

O plasma foi obtido apds centrifugacdo das amostras a 3000rpm
durante 8 minutos, foi congelado e armazenado até o momento das analises
laboratoriais, com o qual foram feitas as seguintes dosagens:

- Ca" pelo método colorimétrico* (Kit Analisa);

- P* pelo método colorimétrico Basques-Lustosa* (Kit Analisa);

- Mg" pelo método colorimétrico* (Kit Analisa).

ANALISE ESTATISTICA .

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com dois tratamentos e 10 repeticdes.

Os dados foram submetidos a analise de variancia para avaliar as



59

diferengas entre os grupos gestantes e nao gestantes.

Para o grupo G1 (vacas gestantes), foi realizada analise de regressao
dos parametros estudados em funcédo dos dias de avaliagcdo em relagcdo ao dia do
parto.

Foram também realizadas analises de correlagdo entre parametros

estudados.

RESULTADOS E DISCUSSAO.

Estdo apresentadas na Tabela 1 as médias observadas de Ca, P e Mg e
erros-padrdo das médias de acordo com os dois grupos estudados. Pode-se
observar que as médias de todas as avaliagdes das vacas gestantes (grupo G1)
foram menores (P<0,05) para Ca e P e maiores (P<0,05) para Mg em relacédo as

vacas do grupo G2 (n&o-gestantes).

Tabela 1. — Médias observadas em mg/dL, e erros padrao das médias (entre

parénteses) das variaveis Ca, P e Mg para os grupos G1(gestante) e G2(n&o-

gestante).
Grupos Ca (mg/dL) P (mg/dL) Mg (mg/dL)
Gestantes -G1 8,72 (0,20) b 7,75 (0,29) b 2,80 (0,09) a
Nao-gestantes -G2 9,56 (0,18) a 10,47 (0,28) a 2,28 (0,04) b
Média geral 8,96 8,53 2,65
Coeficiente de Variagao % 16,76 20,12 15,43

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si significativamente ao nivel de 5% de
probabilidade.

Ao se analisar apenas os dados coletados nos dias —7 antes do parto e dia 0
(dia do parto) para o grupo G1 (gestante) em comparagdo com os dados do grupo
G2 (nado-gestante), obteve-se as médias apresentadas na Tabela 2. Pode-se
observar comportamento similar ao observado na Tabela 1 quando se utilizou todos

os dados do grupo G1 (todos os dias de avaliagao). Os valores encontrados para o
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grupo G1 foram inferiores aos encontrados para o grupo G2, sugerindo que ocorre
uma alta demanda de Ca e P no periparto, e que o Ca e o P se encontram menos

disponiveis para este grupo de animais.

Tabela 2. — Médias observadas, em mg/dL, das variaveis Ca, P e Mg para os grupos

G1(gestante) nos dias -7 e 0 (dia do parto) e ndo-gestantes grupo G2 (n&o

gestantes).
Grupos Ca P Mg
Gestantes -G1 8,22 b 6,82 b 2,89 a
N&o-gestantes -G2 9,56 a 9,56 a 2,28Db
Média geral 8,89 8,89 2,58
Coeficiente de Variagdo % 16,76 16,76 15,43

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si, significativamente ao nivel de 5% de

probabilidade.

Na Tabela 3 sdo apresentadas as medias observadas e os erros padrao das
médias, para os diferentes dias de avaliagdo realizadas no grupo G1 (vacas
gestantes). Para o Ca e para o P pode-se observar que os menores valores de Ca e
P, respectivamente, 6,79mg/dL e 6,15mg/dL, foram encontrados no dia 0 (dia do
parto). O Mg mostrou o oposto com o maior valor (2,96mg/dL) sendo obtido no dia 0
(dia do parto).

Tabela 3.— Médias observadas, em mg/dL, e erros padrédo das médias (entre

parénteses) de Ca, P, Mg, para os animais do grupo G1 de acordo com os dias de

avaliacao.
Dias de avaliagao Ca P Mg
-14 9,62 (0,22) 8,38(0,14) 2,84(0,33)
-7 9,66(0,23) 7,50(0,43) 2,82(0,15)
0 6,79(0,53) 6,15(0,80) 2,96(0,19)
+7 8,51(0,26) 7,87(0,63) 2,60(0,12)
+14 9,01(0,27) 8,87(0,62) 2,78(0,17)
Média Geral 8,89 8,71 2,71
Coeficiente de 16,76 18,43 15,43

Variagao (%)




61

A analise de regressao dos dados de calcio mostrou efeito quadratico
(Y=7,93057 - 0,0337143X + 0,00803499X?, R?=0,49) em fungdo dos dias de
avaliacdo, com menor média ajustada (ponto de minimo 7,89mg/dL) sendo obtida
para o dia 2 apos o parto (Figura 1). Os valores de referéncia maximo (10,50mg/dL)
e minimo (8,50mg/dL) obtidos na literatura também s&o apresentados na figura.
Observa-se que a partir do dia -6 até o dia 10 apds o parto, os valores médios de Ca

foram inferiores ao valor minimo de referencia.
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Dias de Avaliacao em Relagao ao Parto

Figura 1. Valores ajustados de Célcio em fungéo dos dias de avaliagéo.

Para fésforo também foi observado (Figura 2) efeito quadratico (Y=6,77829 -
0,0192857X +0,00995627X?, R?=0,82), com menor valor (valor minimo 6,15mg/dL)
sendo obtido para o dia 1 apds o parto. Os valores de referéncia minimo (5,65
mg/dL) e maximo (6,65mg/dL) citados na literatura também podem ser vistos na
figura. Embora os valores de fésforo para este grupo de animais tenham se
mostrado acima dos valores de referéncia citados pela literatura, pode ser observado
o declinio dos valores de fosforo a medida que o parto se aproxima, voltando a subir
apoés o parto, se aproximando do valor obtido inicialmente.

Para magmésio nao foi observado efeito de regressdo em fungao dos dias de

avaliacao.
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Figura 2. Valores ajustados de fésforo em fungdo dos dias de avaliagdo em relagdo ao
parto.

Foi observado durante o experimento que uma das vacas (animal 009), que
integrava o grupo G1 (gestante) apresentou hipocalcemia clinica, com toda
sintomatologia caracteristica inclusive decubito lateral. A vaca com hipocalcemia
(animal 009) foi tratada apdés o nascimento do bezerro, quando ja estava em
decubito lateral, com borogluconato de calcio por via intravenosa, apresentando
resposta imediata ao medicamento, se levantando algum tempo depoi da aplicagao

do medicamento.



63

Os dados obtidos deste animal em comparagdo com as médias o grupo G1

(gestante) e grupo G2 (ndo-gestante), sdo apresentados na figura 3.
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Figura 3. Valores de Ca, P e Mg para os diferentes grupos e para o animal com

hipocalcemia clinica ( animal 009).

Observa-se que o animal que apresentou a enfermidade (animal 009)
apresentou niveis de Ca e de P bem abaixo da média dos grupos G1 (gestantes) e
G2 (nao-gestantes), e que ja em relagcdo ao Mg apresentou um pequeno aumento,
indicando que animais com hipocalcemia tem baixos valores sanguineos de Ca e P
a disposicao e que o paratorménio em animais com a enfermidade ndo consegue
mobilizar calcio suficiente para a demanda necessaria na hora do parto.

Nas Figuras 4 e 5 sado apresentados, respectivamente, os comportamentos
dos valores de Ca e P, para os dados do grupo G1 (gestante), valores de referéncia,
maximo e minimo para bovinos, encontrados na literatura e os valores observados

para o animal que apresentou a enfermidade (animal 009).
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Figura 4. Valores de calcio em fun¢éo dos dias de avaliagdo em relagéao ao parto.

Pode-se observar na Figura 4 que o grupo G1 apresentou diminuicdo
gradativa e constante dos valores de Ca a medida que se aproximava o dia do parto,
atingindo seu menor valor (7,89mg/dL) no dia 2 apds o parto, apds o qual os valores
de Ca voltaram a aumentar. Em relagdo ao animal que apresentou hipocalcemia
(animal 009) pode-se observar que os valores de Ca diminuiram de forma brusca
aproximadamente no dia -5 antes do parto até o dia do parto (3,50mg/dL), voltando
proximo aos valores normais apds o parto.

A recuperagao rapida provavelmente ocorreu porque este animal (009), foi
medicado com borogluconato de calcio por via intravenosa, o que deve ter
favorecido a recuperagao do animal.

Na Figura 5. pode-se observar como a diminui¢cdo do P do grupo G1 é
discreta quando comparada com a diminuigdo acentuada que ocorre nos valores
encontrados para o P obtido da vaca (animal 009) que apresentou hipocalcemia

clinica.
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Figura 5. Niveis de fésforo em fun¢ao dos dias de avaliagdo em relacao ao parto.

O resultado do estudo das correlagdes entre estes parametros € apresentado
na Tabela 4 para cada grupo avaliado G1(gestante) e G2(ndo-gestante).

Tabela 4. — Correlacédo entre Ca, P e Mg obtidas para o grupo G1(gestantes) nos

dias —7 antes do parto e no dia 0 (dia/ parto) e grupo G2 (ndo gestantes).

Variaveis Animais/ grupo P Mg
Ca G1 0,47* -0,37*
G2 -0,28NS -0,23 NS
P G1 - -0,41*
G2 - -0,25 NS

*

Significativo a 5%.
NS N&o significativo.

Para estes dados foram significativas as correlagdes entre Ca e P(r= 0,47),
Cae Mg (r=-0,37), P e Mg (r= -0,41), apenas para o grupo G1, indicando que a

reducdo do Ca esta associada a uma reducdo do P em 47% das vezes € baixa e
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que os valores de Mg foram inversamente relacionados aos valores de Ca e P. Para
o grupo G2 nao foram observadas correlagdes entre nenhuma das variaveis.

O animal 009 que apresentou o quadro clinico da hipocalcemia da vaca
leiteira e apresentou mg/dL de Ca’ sanguineo, condiz com os valores citados por
(Bouda, Queiroz-Rocha e Gonzalez, 2000) que comentam que o diagndstico
laboratorial da hipocalcemia da vaca leiteira pode ser confirmado quando a
concentragdo sérica do Ca* é menor que 4mg/dL.

Observando as variacdes nas concentracdes de Ca’ deduz-se que foram
condizentes com o descrito por (Degaris e Lean, 2008), e esta observagdo, somada
as variagbes na concentracdo de P* e Mg®, demonstraram haver desequilibrio nos
minerais envolvidos no balanco do Ca* sérico nos animais de alta producéo leiteira
empregados no trabalho. Considerando as causas citadas por (Goff, 2008), como
dietas desbalanceadas, para tais desequilibrios, pode-se concluir que elas sao
decorrentes de desequilibrios nutricionais associados a altos niveis de exigéncia
determinados pela elevada producao leiteira.

Os valores encontrados para Ca® para o grupo G1 (gestantes) nos dias do
parto e 7 dias apds o parto demonstram a baixa concentracdo de Ca’ quando
comparados aos valores de referéncias. O valor verificado para o animal 009 no dia
do parto (3,52 mg/dL), € um valor de calcio considerado por (Rebhun, 1999) como
valores encontrados em bovinos comatosos em decubito lateral.

Os valores de P* sanguineo do grupo G1 quando comparados com os
valores encontrados para o grupo G2 se apresentaram diminuidos. Indicando que as
vacas leiteiras no periodo do periparto ndo conseguem mobilizar Ca* e P* suficiente
para manutencdo do organismo, podendo predispor o animal a hipocalcemia da
vaca leiteira.

O Mg, nao apresentou efeitos significativos na determinagdo da
hipocalcemia da vaca leiteira, quando os valores encontrados para o grupo G1
(gestante) foram comparados com os valores encontrados para o grupo G2 (ndo

gestante).

Os estudos demonstraram a importancia de monitoramento através da
afericdo das concentragbes séricas de Ca’, P* e Mg", considerando que vacas
leiteiras sadias podem vir a desenvolver hipocalcemia puerperal. Desta forma, a

constatagdo precoce de alteragdes nos valores dessas concentragbes séricas
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permite a correcdo dos fatores predisponentes e desencadeantes para o
desenvolvimento da doencga, evitando assim as perdas econdmicas relacionadas a

hipocalcemia da vaca leiteira.

CONCLUSAO

Na intencdo de diminuir as perdas econbmicas geradas pela
hipocalcemia da vaca leiteira, devem-se estudar as variagcbes de P*, Ca* e Mg"
séricos durante o periparto. Tais estudos devem ser realizados através de
mensuracgdes laboratoriais, na intencdo de conhecer a curva de variagcdo desses
elementos. Dessa forma, podem ser implantados na propriedade programas de

controle preventivo e curativo da hipocalcemia da vaca leiteira.
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Avaliacao da atividade sérica da aspartato-aminotransferase,
fosfatase-alcalina, glutamiltransferase e valores séricos de calcio no
periparto.

lara de Oliveira Buture?

Resumo:

Perdas econbmicas na bovinocultura de leite sdo observadas frequentemente
associadas a hipocalcemia da vaca leiteira (HVL), enfermidade associada a
diminuicdo de calcio sanguineo.Com o objetivo de relacionar a baixa concentragcéo
de calcio no sangue a valores encontrados para estabelecer a fungédo hepatica e de
estabelecer os valores de referéncia de parametros bioquimicos que avaliem a
funcdo hepatica, por meio da determinacdo da atividade enzimatica da aspartato-
aminotransferase (AST), da fosfatase alcalina (FA) e da gama-glutamiltransferase
(GGT), em vacas leiteiras, criadas na regido Sul do Estado do Parana, bem como
avaliar possiveis alteragdes destes valores nos periodos de pré-parto, parto e pos-
parto e também quando na presenca da hipocalcemia da vaca leiteira sobre os
referidos parametros bioquimicos, foram colhidas e examinadas amostras de soro
sanguineo de 20 vacas leiteiras de alta produc¢do. A avaliagdo dos resultados levou
em conta o periodo gestacional ou pés-parto em que se encontra a vaca leiteira no
momento da colheita da amostra de sangue do animal, para observar se houve ou
nao influéncia dos periodos referentes ao parto sobre as transaminases, através das
analises dos teores da AST, da fosfatase alcalina FA, da GGT e de calcio das
amostras.

Palavras-Chave: Vaca leiteira, hipocalcemia, fungcdo hepatica, parametro
bioquimico, aspartato-aminotransferase, da fosfatase alcalina, da gama-
glutamiltransferase , calcio, tratamento, profilaxia.

Abstract:

This causes economic losses by decreasing milk production in the hipocalcemia in
dairy cows. Aiming to establish the reference figures for biochemical parameters that
appraises the hepatic function, through determining enzymatic activity of AST; ALP,
and GGT, in dairy cows raised in South region, Parana State, as well as to evaluate
possible alterations, of these figures in pre-calving periods, calving and post-calving
and also when in presence of Hipocalcemia in dairy cow on the referred biochemical
parameters. Blood serum samples of 20 high production dairy cows were taken and
tested. An evaluation of the results will take account of the pregnancy period or post-
calving in which the dairy cow is when the blood sample is taken from the animal, to
observe if there was influence from the periods referent to the calving over the
transaminase, through the analyses of the amino transferase AST; of the fosfatase
alcalina, ALP of gamagluta-miltransferase GGT and of calcium of the samples.

Key words: dairy cows, hypocalcaemia, parturient cow, hepatic function, biochenical
parameter, aspartate - aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (ALP), gamma-
glutayltransferase (GGT), calcium, treatment, prophilaxy.

? Doutoranda em Ciéncia Animal Area de Concentragio: Sanidade Animal da Universidade Estadual de
Londrina.
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INTRODUGAO

A hipocalcemia da vaca leiteira estd associada a diminuicdo do
célcio sanguineo, esta enfermidade afeta rebanhos de alta produgao, afetando as
vacas e interferindo no ciclo produtivo e reprodutivo. Assim como o calcio sanguineo
se mostra diminuido outros parametro bioquimicos podem se mostrar alterados
influenciando no metabolismo do animal. A sintomatologia clinica das vacas com
hipocalcemia sdo diminuicdo do apetite, baixa producao de leite e diminuigcdo dos
movimentos do rumen, segundo (KIMURA; REINHARDT; GOFF, 2006).

Caracterizada pelo desequilibrio subito na regulagdo do calcio,
cursando com debilidade muscular e paresia (BOUDA; QUEIROS-ROCHA,;
GONZALEZ, 2000), a hipocalcemia pode ser causada por alimentagdo com dieta
rica em calcio e potassio (especialmente nas duas semanas anteriores ao parto);
com a relagéo calcio e fosforo (Ca’: P*) inadequada, ou também por alteragéo nos
mecanismos reguladores de calcio sérico. Outro fator também importante no
desencadeamento da hipocalcemia seria a diminuicdo da absorcao intestinal de Ca®
nos primeiros trés dias pés-parto (BOUDA; QUEIROS-ROCHA; GONZALEZ, 2000).

Estudos para estabelecer os valores padrbes da atividade
enzimatica no sangue de bovinos comegcaram a ser realizados na década de 50,
com a divulgacao dos resultados obtido por Cornelius et al. (1959) que determinaram
a ocorréncia de maior atividade enzimatica sérica de AST (aspartato-
aminotransferase) em vacas com idades entre 2 e 10 anos do que em bezerros com
7 a 27 dias de vida. No que se refere aos estudos da atividade enzimatica sérica da
GGT em bovinos, s6 na década de 70 é que se encontraram as primeiras citagoes
sobre a atividade dessa enzima, com destaque as pesquisas de Simesen e Storm
(1973) e Unglaub, Afschar e Marx (1973). Outros trabalhos relacionaram os valores
bioquimicos séricos, de AST, GGT e FA, relacionados a avaliagdo da funcao
hepatica, procurando estabelecer valores de referéncia para os niveis séricos da
atividade enzimatica, Cornelius et al. (1959), Simesen e Storm (1973) e Unglaub,
Afschar e Marx (1973).

Alguns fatores podem influenciar a atividade enzimatica sérica da
AST, FA (fosfatase alcalina) e da GGT, entre estes estdo aqueles relacionados a

espécie animal, a raga, a idade, ao sexo, ao sistema de criagado e producgao leiteira,
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assim como as variagdes da atividade enzimatica sérica que ocorrem em doengas
ou parasitoses hepaticas. Simesen e Nansen (1974), Gregory (1995). Lopes e
Ferreira Neto (1976) e Barros Filho (1995), consideraram haver maior atividade
enzimatica da AST em bovinos adultos, concordando com Oliveira (1967) que
relatou que animais mais velhos apresentam maior atividade da AST.

Barros Filho (1995), comenta sobre a excecdo feita ao grupo de
bezerros com menos de 3 meses de idade, no qual observou que a atividade da
GGT era consideravelmente maior, ndo observou influéncia de fatores etarios sobre
a atividade da GGT, relacionando os elevados valores observados em bezerros com
menos de 3 meses a ingestdo do colostro. A influéncia da ingestao do colostro sobre
a atividade sérica da GGT de bezerros recém-nascidos ja fora demonstrada por
Bouda et al. (1980), que verificaram a ocorréncia de um aumento da atividade sérica
de GGT logo apds a ingestao de colostro. Estudos sobre a influéncia dos fatores
sexuais sobre a atividade enzimatica sérica demonstram que nessas pesquisas nao
foram observadas diferencas da atividade enzimatica da AST e da GGT entre
machos e fémeas (KANEKO, 1989; D’ANGELINO, 1991; BARROS FILHO, 1995).

Os valores de AST, FA e GGT foram mensurados e correlacionados
a varias doengas dos bovinos, em varios trabalhos realizados por diferentes
pesquisadores. Hagiwara, Mirandola e Benesi (1986), estudaram a correlagdo da
leucose enzodtica dos bovinos com possiveis alteracdes nos valores de parametros
bioquimicos que avaliem a fung¢ao hepatica, porém seus estudos demonstraram que
a leucose parece nao influenciar a atividade sérica da AST, FA e GGT, uma vez que
ao realizarem estudos comparativos da constituigdo bioquimica do soro sanguineo
de gado leiteiro da raga Holandesa, ndo encontraram diferengas significativas entre
valores determinados em grupos de animais constituidos por bovinos infectados pelo
virus da leucose dos bovinos e por animais nao infectados, ou seja, sadios. Botelho,
Nascimento e Silveira (1980), pesquisaram em relagdo aos valores de GGT
encontrados em bovinos no abate. Oliszewski et al. (2002), estudaram possiveis
mudancas na FA, LDH e AST em vacas leiteiras acometidas por mastite. Batavani;
Mortaz e Dawoodi (2003), investigaram os parametros de AST em vacas com
mastite e vacas sem mastite.

Varias sdo as enfermidades metabdlicas que podem acometer as
vacas leiteiras de alta producdo. Entre as principais, destacam-se as seguintes:

hipocalcemia da vaca parturiente, hipoglicemia da vaca leiteira, acidose lactica
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ruminal, sindrome do animal caido, esteatose hepatica e outras. O periodo de
transicdo de quatro semanas antes e quatro semanas depois do parto, também
conhecido como periodo do peri-parto, é caracterizado pelo crescimento do risco de
enfermidades (STEVENSON; LEAN, 1998), sendo a hipocalcemia da vaca leiteira
uma das enfermidades que mais gastos apresentam aos produtores de leite.

Segundo Horst, Goff e Mccluskey (2003), estudos realizados,
demonstraram que nos USA cerca de 5% das vacas leiteiras desenvolvem a
hipocalcemia da vaca leiteira. J& em pesquisa realizada no Brasil, foi encontrada a
incidéncia de 4,25 % de casos de hipocalcemia da vaca leiteira. Ainda segundo
Ortolani (1995), e a letalidade pode chegar préxima de 12,8%. Aproximadamente
US$ 20 milhdes de dolares sdo gastos anualmente no tratamento e controle da
hipocalcemia, sendo a metade desse valor gasto com medicamentos. O prejuizo
também é observado na producio leiteira, uma vez que as vacas reduzem sua
producdo em cerca de 60kg e perdem por volta de 15kg de peso corporeo,
diminuem sua vida produtiva e existe ainda o fato que vacas com HVL apresentam
seis vezes mais chance de desenvolver mastite, que vacas sem o problema, além de
terem maior incidéncia de retencdo de placenta e deslocamento de abomaso,
(Castro 2003). DeGaris e Lean (2008), comentam que o balanceamento das dietas
pode favorecer o aparecimento da enfermidade. A diferenga de particulas de cation
e anion absorvidas da dieta determina o balango geral do equilibrio acido-base e
também o ph do sangue. Golf (2008) indica como tratamento da HVL a aplicagao de
Ca (borogluconato de calcio) por via endovenosa e relata que as preparagdes
comerciais contém também magnésio, fosforo e glicose em suas férmulas. O calcio
pode ser aplicado também por via subcutanea, apresentando maior variacédo na
absorcao. Segundo alguns pesquisadores, para melhor controle da hipocalcemia,
uma dose deve ser administrada ao parir e outra dose deve 24h depois da primeira
dose, Melendez et al. (2002).

A presente pesquisa teve por objetivo estudar e analisar os valores
de parametros bioquimicos que avaliam a fungcdo hepatica, analisando valores de
referéncia da AST, FA e GGT de vacas leiteiras, criadas na regido sul do Estado do
Parana e avaliar também a influéncia dos periodos pré-parto; do parto e do pos-
parto, comparando-as com os valores obtidos em vacas em periodo ndo gestacional,

avaliando-se o efeito do periparto sobre elas.
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MATERIAL E METODOS

O material foi colhido de bovinos de rebanhos leiteiros, negativos
para tuberculose e brucelose, criados em sistema semi-intensivo, de acordo com o
manejo tradicional empregado nas propriedades produtoras de leite tipo C na regiao
sul do estado do Parana.

Para a determinacgao dos valores de atividade enzimatica da AST,
FA, GGT e de Ca foram colhidas amostras de soro sanguineo de 10 animais sadios
do sexo feminino, gestantes e lactantes, constituindo o primeiro grupo experimental
(G1). Um segundo grupo, constituido por 10 animais sadios do sexo feminino, nao-
gestantes e lactantes, constituiu 0 segundo grupo experimental (G2).

Os numeros de coletas da amostra de sangue foram diferentes para
os dois grupos, sendo que no grupo G1 foram colhidas amostras aos -14 dias e -7
dias antes do parto, no dia do parto e +7 e +14 dias apds o parto. No segundo
grupo foram colhidas amostras duas vezes uma no inicio do experimento e outra, no
ultimo dia de coleta do experimento.

As amostras de sangue foram colhidas mediante pungédo da veia
jugular externa, sem garroteamento excessivo do vaso, utilizando sistema
Vacutainer, em tubos de vidro siliconizados. As amostras foram mantidas em
temperatura ambiente para facilitar a retracdo do coagulo e, a seguir, centrifugadas,
com forga de centrifugacgao igual a 1000X, durante 15 minutos, para a ocorréncia de
uma correta sinerese do coagulo, sendo o0 soro sanguineo separado por aspiragao e,
em seguida, acondicionado em Ependorf e conservado em freezer a menos 20° C
até a realizacdo das analises laboratoriais.

O calcio foi mensurado através do pelo método colorimétrico* (Kit
Analisa).

A atividade enzimatica sérica da AST foi determinada por meio de
teste cinético UV, utilizando kit comercial Analisa, com leitura da atividade
catalisadora efetuada em espectrofotbmetro, com comprimento de ondas igual a
340nm, a temperatura de 25° C e os valores obtidos expressos em U/l, conforme
preconizado pela Sociedade Aleméa de Quimica Clinica - DGKC (1972) e Schmid e
Forstner (1986).
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As anadlises da atividade enzimatica sérica de FA foram realizadas
através de teste cinético colorimétrico, utilizando kit comercial Analisa, com leitura da
atividade catalisadora em espectrofotdbmetro, a temperatura de 25° C, e os valores
obtidos expressos em U/l, conforme recomendacgdes de Schmid e Forstner (1986).

A atividade enzimatica sérica da GGT foi determinada por meio de
teste cinético colorimétrico, utilizando-se kit comercial Analisa, com leitura da
atividade catalisadora efetuada em espectrofotdmetro, com comprimento de ondas
igual a 405nm, a temperatura de 25° C, e valores obtidos expressos em U/,

conforme recomendacgdes de Persijn e Slik (1976) e Schmid e Forstner (1986).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de variancia para avaliar as

diferengas entre os grupos gestantes e nao gestantes.

Em relagédo ao Ca, para o grupo G1 (vacas gestantes), foi realizada
analise de regressédo dos parametros estudados em funcédo dos dias de avaliagéo
em relagdo ao dia do parto.Foram também realizadas analises de correlacdo entre
parametros estudados.

Os parametros estudados FA, GGT e AST, foram submetidos a
transformacao logaritmica visando normalizar a sua distribuicdo dos mesmos.

Foi também realizada analise de correlagao entre os parametros

estudados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo apresentadas as médias U/L observadas e erros-padrao
de acordo com os dois grupos (G1 animais gestantes e G2 ndo gestantes),
estudados. Pode-se observar que as vacas gestantes (grupo G1), apresentaram
menores meédias de FA que os valores encontrados para as vacas nao-gestantes

(grupo G2) o mesmo ocorrendo com as médias de Ca.
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Tabela 1. — Médias observadas e erros padrao das médias (entre parenteses)
das variaveis FA, GGT, AST (em U/L) e Ca (em mg/dL) para os grupos G1(gestante)
e G2 (ndo-gestante).

Grupos FA GGT AST Ca
Grupo G1 122,04(16,83)b 88,66(14,45) 107,42(9,98) 8,72 (0,20) b
Grupo G2 188,01(19,98)a 97,70(22,98) 104,90(6,34) 9,56 (0,18) a

Média 140,89 91,24 106,70 8,96
Coeficiente 16,35 24,56 13,95 14,51
Variagédo%

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si significativamente ao nivel de 5% de
probabilidade.

Em relacdo aos valores encontrados para o GGT e AST nao houve diferenca

significativa entre o grupo G1 (gestantes) e o grupo G1(ndo-gestantes).

Na Tabela 2 sdo apresentadas as médias obtidas quando foram analisados
apenas os dados coletados nos dias —7 que antecede ao parto e dia 0 (dia do parto)
para o grupo G1(gestantes), sendo estes dados comparados com os dados do

grupo G2 (ndo-gestantes).

Tabela 2. Médias observadas das variaveis FA, GGT, AST (em U/L) e Ca
(em mg/dL) para os dados do grupo G1 nos dias -7 e 0 (gestantes) e os dados do

grupo G2 (n&o gestantes).

Grupos FA GGT AST Ca
Grupo G1 123,12 b 78,50 a 85,06 b 8,22 b
Grupo G2 188,01 a 97,70 a 104,90 a 9,56 a

Média 155,56 88,10 94,98 8,89
Coeficiente 16,43 24,44 10,72 16,76
Variagéo%

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si significativamente ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Os valores de Ca , FA e AST foram diferentes entre os dois grupos com
maiores médias para o grupo G2 (ndo gestante). Isto pode ter ocorrido em fungao
do metabolismo apresentar-se alterado no periparto, apresentando necessidades
diferenciadas dos animais que nao estao no periparto.

Quando os dados coletados para o grupo G1 de acordo com os dias de
avaliacao foram analisados, somente foi observado efeito significativo dos dias sobre
a AST como pode ser observado na Figura 1. As médias observadas de FA, GGT,

AST e Ca sao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. — Médias observadas e erro padrao (entre parénteses) das meédias
de FA, GGT, AST (U/L) e de Ca (mg/dL) para o grupo G1 (gestantes).

Dias de avaliagao FA GGT AST Ca
-14 142,30 (44,67) 88,30 (41,09) 79,80 (12,99) 9,62 (0,22)
-7 120,83 (42,48) 98,99 (22,22) 85,00 (15,71)  9,66(0,23)
0 125,41 (34,51) 58,00 (19,21) 85,12 (14,05) 6,79(0,53)
+7 111,69 (36,24) 69,41 (23,86) 134,19 (24,32) 8,51(0,26)
+14 109,97 (36,52) 128,60 (47,21 152,98 (31,67) 9,01(0,27)

Média Geral 122,04 88,66 107,42 8,88

Coeficiente de 16,42 24,43 10,72 16,75

Variagao (%)

Valores de 37 — 196 UI/L. 11 - 37 U/L. 39-150U/LL. 8,5-10,5

referéncias mg/dL

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si significativamente ao nivel de 5% de
probabilidade.



78

Na Figura 1 observa-se em relagdao ao asparatato-aminotransferase (AST)
efeito linear crescente (Y=107,42 +2,79357X, R?=0,95), em funcdo dos dias de

avaliagao.
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Figura 1. Atividade sérica da AST para os animais do grupo G1 (gestantes).

Pode-se observar na Figura 1 um leve aumento da AST apds o parto.

Na Tabela 4 pode se observar os valores de correlagdo entre os dados

obtidos nos dias —7 antes do parto e dia 0 (dia do parto) para o grupo G1 e as duas

amostras do grupo G2 (ndo-gestante).

Tabela 4. — Correlacdo entre Ca, FA, GGT e AST obtidas para o grupo

G1(gestantes) nos dias —7 antes do parto e no dia 0 (dia do parto) e grupo G2 (ndo

gestantes).
FA GGT AST
Ca G1 0,00 NS 0,07 NS -0,11 NS
G2 -0,14 NS -0,12 NS 0,24 NS
FA G1 - -0,29 NS 0,39*
G2 - 0,18 NS -0,04 NS
GGT G1 - - 0,09 NS
G2 - - -0,02 NS
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Para estes dados foi significativa apenas a correlagdo embora baixa entre FA
e AST (r= +0,39) para o grupo G1, indicando que o aumento da FA pode estar
associado ao aumento da AST nas vacas gestantes no periodo do periparto.

Para o grupo G2 ndo foram observadas correlagdes entre nenhuma das
variaveis.

No decorrer do experimento um dos animais pertencente ao grupo G1
(gestantes), o animal (009) apresentou hipocalcemia clinica, com toda sintomatologia
caracteristica inclusive decubito lateral. A vaca com hipocalcemia (009) foi tratada
apo6s o nascimento do bezerro, quando j& estava em decubito lateral, com
Borogluconato de Calcio por via intravenosa, apresentando resposta imediata ao

medicamento.

200
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140 -
120 -
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40
20
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Valores de FA, GGT e AST

FA GGT AST
Parametros avaliados

Figura 2. Valores observados de FA, GGT e AST para os animais do grupo gestante (G1),
nao gestante (G2) e animal que apresentou hipocalcemia.

Pode-se observar que para o animal que apresentou a hipocalcemia clinica
(vaca 009) o nivel de FA e AST se mostraram discretamente abaixo da média dos
grupos G1(gestantes) e G2 (ndo-gestantes), ja em relacdo ao GGT houve um
aumento para o animal 009 quando comparado com as médias dos grupos G1 e G2.
Os valores de FA, GGT e AST foram correlacionados a varias enfermidades

dos bovinos segundo (Hagiwara, Mirandola e Benesi, 1986), ja os resultados
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encontrados neste experimento ndo demonstraram correlagdo com a hipocalcemia

da vaca leiteira.

CONCLUSAO

Analisando os resultados podemos concluir que os valores de
referéncia de parametros bioquimicos que avaliam a fungcado hepatica, por meio da
determinacdo da atividade enzimatica da fosfatase alcalina (FA) e da gama-
glutamiltransferase (GGT) e da aspartato-aminotransferase (AST) em vacas leiteiras,
nao apresentaram efeitos significativos na determinagdo da hipocalcemia da vaca
leiteira, quando comparados os valores encontrados para o grupo G1 (gestantes) e o
grupo G2 (ndo gestantes). Ja em relagdo ao calcio nos momentos do parto e pos
parto para o grupo G1 (gestantes) se mostraram abaixo dos valores encontrados
para o grupo G2 (ndo gestantes), demonstrando que a utilizagdo do calcio pelo
organismo da vaca leiteira no periodo do periparto € alto e muitas vezes o organismo
nao consegue suprir esta necessidade levando a uma pré-diposigao a hipocalcemia
da vaca leiteira.

Diante dos dados obtidos observou-se que os resultados nao foram
o suficiente para associar a hipocalcemia da vaca leiteira a alteragdes das fungdes
hepaticas, demonstrando a necessidade de novos estudos complementares em

relagao as funcdes hepaticas.
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OPIOIDE ENDOGENO B-ENDORFINA EM BOVINOS LEITEIROS.
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Padronizagao de Técnica Laboratorial e Mensuragao Hematolégica do Opidide
Endégeno B-endorfina em Bovinos Leiteiros.

lara de Oliveira Buture®

Resumo: Considerada um disturbio metabdlico da vaca parturiente a Hipocalcemia
ocorre em vacas leiteiras de alta producdo durante o periparto. Esta enfermidade
causa perdas econdmicas no agronegocio, por diminuir a producao de leite e causar
debilidade na vaca, diminuindo a vida produtiva das mesmas. Alguns ensaios atuais
estdo sendo conduzidos, no sentido de se verificar a correlagao entre o estresse e a
intensidade na manifestagdo da Hipocalcemia da vaca leiteira, sobretudo com o
reconhecimento de indicadores biologicos, entre os quais os peptideos opidides. Ao
longo da gestagao, ocorre progressivo aumento dos peptideos opidides enddégenos,
aumentando assim, suas concentragdes no plasma sanguineo. A fim de minimizar
prejuizos na produgéao leiteira, procuramos estudar e mensurar a concentragado da
B-endorfina no plasma sanguineo no periodo do periparto de vacas leiteiras que
sirvam como parametros para diagndéstico precoce da Hipocalcemia da vaca leiteira
e assim prevenir a instalacdo da doenca.

Palavras-chave: Hipocalcemia, vaca leiteira, vaca parturiente, B-endorfina,
tratamento, profilaxia.

Abstract:

Standardization of laboratorial technique and blood measurement of the
endogen opioid B-endorphin in dairy bovines: Contributory study.

Considered a metabolic disturb of the parturient cow, Hipocalcemia occurs in dairy
cows of high production by the periparto. This ailment causes economic losses in the
agro-business, by decreasing milk production milk production and cow debilitation,
and diminishing their productive lives. Presently, some essays are being carried on,
with the purpose of verifying a correlation between stress and intenseness in the
Hipocalcemia manifestation in the dairy cow, especially with the recognition of
biologic indicators, such as opium peptides. In the pregnancy, it happens a
progressive growth of the endogenous opium peptides, therefore increasing its
concentrations in plasma blood. To minimize losses in dairy production we tried to
study and measure a B-endorphin concentration in the blood plasma in the periparto
period of the dairy cows for parameters for Hipocalcemia precocious diagnostics of
the dairy cow and then to prevent the installment of the affection

Keywords: Hipocalcemia, dairy cows, parturient cow, B-endorfin, treatment,
prophilaxy.

3 Doutoranda em Ciéncia Animal Area de Concentragio: Sanidade Animal da Universidade Estadual de
Londrina.
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INTRODUGAO

A hipocalcemia da vaca leiteira (HVL) destaca-se entre uma das
principais enfermidades observadas nos animais de alta produc&o. Trata-se de um
disturbio metabdlico que costuma acometer vacas leiteiras imediatamente apds o
parto. Também conhecida como paresia puerperal ou paresia do pés-parto, a HVL é
uma doenga metabdlico-nutricional, que ocorre principalmente no periodo de 48
horas antes a 72 horas pés-parto (CORBELLINI, 1998).

O efeito da amamentagao sobre a condigdo anovulatéria da vaca é
um dos grandes problemas dos sistemas de produgéo que envolve animais de duplo
propésito, em todo o mundo (SHORT et al., 1990). Durante mais de meio século,
acreditava-se ser o estimulo das mamadas a causa do bloqueio da ovulagédo durante
o periodo da lactagdo (MCVEY; WILLIAMS, 1991). Entretanto, Williams, Mcvey Jr e
Hunter (1993) concluiram que os estimulos somatossensoriais no teto e no ubere
nao desempenham papel na supressao da secregao do LH (horménio luteinizante).
Segundo Silveira et al. (1993), a criagdo de vinculo afetivo da vaca, aliada a
interagéo fisica do bezerro na regido inguinal (cabegadas, amamentagdo) eram os
fatores responsaveis por alteragbes neuroenddécrinas que originam o estado
anovulatorio. Dentre essas mudancgas, destacam-se o aumento da sensibilidade do
hipotalamo ao “feed-back” negativo do estrégeno e aumento dos estimulos dos
opidides que suprimem a secre¢cdo de GNRH (horménio gonandotréfico) e LH
(GRIFFITH; WILLIAMS, 1996).

Dentre os opidides, destacam-se as endorfinas e as encefalinas,
sendo a (B-endorfina a mais potente de todas. Esses opidides endogenos inibem a
liberacdo de GNRH por atuar diretamente sobre os neurdnios produtores de GNRH,
além de agirem na hipdfise inibindo a liberagao de LH (GRIFFITH; WILLIAMS, 1996).

A habilidade das vacas amamentando em desbloquearem a acéao
dos opidides endogenos durante o inicio do pos-parto, depende do nivel de ingestéo
de energia e proteina a que estdo submetidas. Ainda segundo Sinclair, Broadbent e
Hutchinson (1995), vacas amamentando e com dietas contendo altos teores de
energia no inicio do pds-parto sdo submetidas por menor tempo a agao bloqueadora
dos opidides enddgenos sobre a secregao de LH e sendo assim, voltam a ciclar mais
rapidamente, quando comparadas aquelas que recebem dietas com baixos teores

de energia no inicio do pés-parto. Parece que a secregcédo de LH é inibida também
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por outros fatores que nao os opidides endégenos e que as reservas de LH sao
influenciadas pela condigcéo nutricional do animal.

Doencga caracterizada pelo desequilibrio subito na regulagdo do
célcio, cursando com debilidade muscular e paresia, geralmente com o animal alerta,
pode ser causada por alimentacdo com dieta rica em calcio e potassio
(especialmente nas duas semanas anteriores ao parto), com relagao calcio e fésforo
(Ca’ : P") inadequada ou também, por alteragdo nos mecanismos reguladores de
calcio sérico. Esse desequilibrio na regulagdo no Ca* ocorre pela diminuigdo da
atividade da glandula paratiredide e consequente diminuicdo da secregcdo de
horménio PTH (paratorménio) no periparto, causada por sobrecarga nutricional com
Ca’ antes do parto. No pds-parto, ocorre uma grande perda de Ca* sérico para o
colostro o qual, juntamente com a diminuicdo da atividade da paratiredide, resulta
em queda brusca em sua concentragao plasmatica que suplanta a capacidade de
adaptagdo organica do animal, desencadeando assim um quadro clinico de
hipocalcemia. Outro fator também importante no desencadeamento da hipocalcemia
¢ a diminuicdo da absorcdo intestinal de Ca™ nos primeiros trés dias pos-parto
(BOUDA; QUEIROS-ROCHA; GONZALEZ, 2000) e a deficiéncia de magnésio
durante o periodo fora de lactagdo (CORBELLINI, 1998).

Os animais que desenvolvem HVL, geralmente, apresentam sinais
que se iniciam com excitacdo, tremores musculares em cabeca, térax, dorso e
extremidades, anorexia, ataxia e debilidade geral. Os sinais normalmente evoluem
para prostracao e decubito esternal com paresia, perda de sensibilidade progressiva
das extremidades pélvicas até a cabeca, depressao e sonoléncia, extremidades
frias, auséncia de movimentos ruminais, retengcao de urina, constipacao e retencao
placentaria. Caso o animal ndo seja tratado, observa-se decubito lateral e coma que
€ caracterizado por flacidez muscular, batimentos cardiacos débeis e irregulares,
frequéncia respiratoria e temperatura corpérea diminuidas, além de timpanismo
(BOUDA; QUEIROS-ROCHA; GONZALEZ, 2000).

O diagnéstico normalmente é feito com base na histéria clinica,
como inicio repentino dos sinais nas primeiras 24 horas até trés dias apds o parto,
além dos dados do exame fisico e constatacdo de concentragédo sérica de Ca®
diminuida (<1,6 mmol/L ou 4 mg/100ml) (Bouda, Queiros-Rocha e Gonzalez, 2000).
No diagnéstico diferencial, devem ser incluidas as enfermidades toxémicas graves,

causadas por mastite flegmonosa ou por peritonite, hipomagnesemia, acidose
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ruminal e problemas que resultem em decubito. Segundo Palhano (2001), o quadro
de hipocalcemia da vaca parturiente pode ser confundido com o de cetose, que pode
ocorrer alguns meses apos a lactagéo devido a balango energético negativo.

O tratamento da HVL, assim como o seu diagndstico, € simples e se
baseia na administracao de solugdes de calcio endovenoso, sempre com controle da
frequéncia cardiaca através da auscultacago (BOUDA; QUEIROS-ROCHA;
GONZALEZ, 2000). Deve-se evitar que os animais fiquem em locais inadequados
com superficies lisas e escorregadias, pois este cuidado pode prevenir a miopatia
do esforco ou outras lesdes musculoesqueléticas frequentes nas vacas
hipocalcémicas que se debatem para levantarem-se em pisos escorregadios.
Quanto a ordenha completa pode-se afirmar que nao existe consenso entre os
profissionais, sendo que a ordenha incompleta favoreceria o tratamento da
hipocalcemia, mas por outro lado, a vaca ficaria exposta a mastites, Rebhun (1999)
comenta que a ordenha incompleta favorece o aparecimento da mastite.

Segundo Castro (2003), o tratamento da hipocalcemia clinica na
vaca leiteira deve comecar o0 mais rapido possivel e de preferéncia no primeiro
estagio, ainda de acordo com o autor mencionado, vacas tratadas em estagios
adiantados possuem queda na producédo de leite, acarretando uma diminuigcdo na
lactacdo total do animal. A hipocalcemia é facilmente tratada com solugdes de calcio
intravenoso sendo o borogluconato de célcio o mais indicado, segundo (MARCAL,
1996), devido a sua agdo muito rapida. O uso de compostos preparados com
vitaminas, dextrose e sais minerais (Drench) também pode auxiliar no tratamento.

Goff (2008) indica como tratamento a aplicagdo de Ca
(borogluconato de caélcio) endovenosa e relata que as preparagbes comerciais
contém também magnésio, fésforo e glicose em suas féormulas. O célcio pode ser
aplicado também via subcutdnea apresentando maior variagdo na absorgao.
Segundo Melendez et al. (2002), para melhor controle da hipocalmia, uma dose é
aplicada logo apds a vaca parir e outra dose deve ser aplicada de 6 a 12 horas
depois da primeira dose.

Segundo o mesmo autor, o uso de calcio oral é indicado, mas com a
observacado de que seria mais recomendado como tratamento preventivo, e que a
vitamina D pode ser usada no tratamento preventivo da hipocalcemia da vaca
leiteira, ressaltando sempre que o tratamento é eficaz na prevencao da doenca, Goff
(2008).
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Segundo Charbonneau, Pellerin e Oetzel (2006), o melhor
tratamento para a hipocalcemia € diminuir o risco de incidéncia da patologia usando
a DCAD de forma correta no periodo do peri-parto das vacas leiteiras. Ja Lean et al.
(2006), salienta que uma DCAD com baixo percentual de Ca, fornecida por longos
periodos no periodo pré-natal, pode levar a baixa de Ca disponivel nos ossos,
aumentando o risco da patologia se estabelecer. O autor comenta ainda que o
aumento do Mg em dietas pré parto pode diminuir a incidéncia de hipocalmia.

Em pesquisas realizadas com o naloxone, um antagonista opiodide
(SCORSCI; DELLAQUILA; MINOIA, 2001) concluiram que o nalaxone foi
seguramente efetivo no tratamento da hipocalcemia tanto quanto a terapia de calcio,
conforme estes autores a terapia eletiva € administrar esse tipo de antagonista que
farmacologicamente ocupa os receptores de opidides nas células, sem afetar o
comportamento, tendo uma meia vida de 15 a 20 minutos. Em outro ensaio ainda, os
autores compararam o efeito do calcio e do naloxone no tratamento da
hipocalcemia, ndo encontrando diferenga estatistica na resposta. A terapia com
borogluconato de calcio recuperou 67% das vacas em menos de 30 minutos e 33%
precisaram de tratamentos repetidos. O uso de naloxone recuperou 100% das vacas
tratadas, sendo que 58,8% das vacas recuperaram-se dentro de 20 minutos e em
41,2% das vacas, foi necessario repetir o tratamento.

Estudos realizados, segundo Horst, Goff e Mccluskey (2003),
demonstram que levantamentos nos USA, sugerem que cerca de 5% das vacas
leiteiras desenvolvem a hipocalcemia da vaca leiteira. Em pesquisa realizada no
Brasil foi encontrada a incidéncia de 4,25 % de casos de hipocalcemia da vaca
leiteira e, segundo Ortolani (1995), a letalidade pode chegar préxima de 12,8%.
Aproximadamente US$ 20 milhdes de délares sdo gastos anualmente no tratamento
e controle da HVL, sendo que a metade desse valor gasto com medicamentos. Outro
prejuizo constatado € na producéo leiteira, ja que as vacas reduzem em cerca de
60kg sua produgdo e perdem por volta de 15kg de peso corpéreo, além de terem
sua vida produtiva diminuida e serem descartadas precocemente. Deve-se ainda
considerar o fato que vacas com HVL tenham seis vezes mais chance de
desenvolverem mastite do que as vacas sem o problema, além de terem maior
incidéncia de retencdo de placenta, deslocamento de abomaso, e paralisia nervosa
(CASTRO, 2003). Ainda segundo o autor, todas estas enfermidades estdo inter

associadas e basta que a HVL ocorra para a susceptibilidade as outras doengas
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ocorrerem também. A incidéncia média desta enfermidade é de 5% a 6%, mas
estima-se que 50% das vacas apresentam hipocalcemia sub-clinica apds o parto.
Estas vacas hipocalcémicas estariam susceptiveis as outras doencas pos-parto.
Pesquisas mostram que vacas que apresentam HVL sédo 23,6 vezes mais propensas
a desenvolver problemas de cetose e quatro vezes mais propensas a apresentar
retencao de placenta.

Estudos estdo sendo realizados para verificar a correlagdo entre o
estresse e a intensidade da manifestacdo da hipocalcemia da vaca leiteira,
sobretudo com o reconhecimento de indicadores biolégicos, entre os quais os
peptideos opidides. No periodo da gestagao, segundo Marques (2001) ocorre um
progressivo aumento dos peptideos opidides endogenos, aumentando assim, as
suas concentragdes no plasma sanguineo.

Segundo Sciorsi, Dell’Aquila e Minoia (2001), estudos demonstraram
haver uma tendéncia em se acreditar que os peptideos opidides enddégenos fossem
também responsaveis pelo desencadeamento da hipocalcemia da vaca leiteira.

Tentando contribuir para a prevencao e controle da hipocalcemia da
vaca leiteira, diminuindo assim perdas e prejuizos na produgao leiteira, procuramos
avaliar as variagdes da concentracao sérica de B-endorfina em vacas leiteiras de alta

producao.

MATERIAL E METODOS
Selecao dos animais

Foram utilizadas 20 vacas de leite de alta producgao, procedentes de
leiteria da regiao sul do Parand, da raga Holandesa Preta e Branca, sendo 10 vacas
gestantes e lactantes o grupo (G1) e em produgcdo de leite no sistema duas
ordenhas/dia e 10 vacas nao gestantes e lactantes o grupo (G2) e em produgéo de
leite no sistema duas ordenhas/dia.

Os animais foram mantidos numa area de 12 hectares, divididos em
seis piquetes com 2,0 hectares cada, separados por cerca eletrificada composta de
dois fios de arame, sendo o primeiro fio distante 0,45m do solo com espacamento de

0,45m entre os fios. Os piquetes tinham um cocho d’agua e um cocho coberto para
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suplementagcao mineral. Os animais ficaram alojados em piquetes formados por
capim italiano, azevém e aveia, sendo suplementados com silagem de milho,
silagem de aveia, farelo de milho, suplemento concentrado por producdo e sal
mineral a vontade.

Os animais selecionados para o experimento foram desverminados,
com produto de amplo espectro no periodo que antecedeu o inicio do experimento.
Além do vermifugo, os animais receberam doses de reforgco contra aftosa e raiva.

O experimento teve uma duracdo de onze meses, sem periodo de

adaptacao dos animais.

Colheita das amostras

As amostras de sangue dos animais do grupo G1 foram colhidas no
-14 e -7 dias anteriores ao parto; no dia 0 do parto, e no +7 e +14 dias apds o parto.
Com relagdo aos animais do grupo G2, foram colhidas duas amostras em dois
diferentes dias escolhidos aleatoriamente, sendo a primeira colheita no inicio do
experimento e a segunda, no final do experimento.

O sangue foi colhido através de venopungao jugular, utilizando-se
agulhas descartaveis e tubos tipo vacutainer da marca BD de 10 ml.

O plasma foi obtido apés centrifugagdo das amostras a 3000 rpm,
durante 8 minutos e aliquotas de 3ml que foram acondicionadas em tubo tipo
ependorfs e congeladas.

Para a dosagem da Beta-endorfina foi utilizado um kit de
Radioimunoensaio comercial especifico para a Beta-endorfina humana produzido
pela empresa Euro - Diagnoéstica sueca, representada no Brasil pela empresa
Génese Produtos Diagnostico e se baseia na reagdo competitiva entre um anticorpo
contra a Beta-endorfina marcada com lodo-radioativo acrescentado ao meio de
reacao e aquela presente em amostras de plasma colhidas com EDTA e Trasylol e
imediatamente congeladas até o dia do ensaio, quando foram submetidas a extragao
de possiveis interferentes com colunas de silica C18 e ressuspendidas com solugao
de tampao-buffer. Apods periodo de incubacdo, foi feita a separacdo com
Polietilenoglicol (PEG) e a radioatividade restante em tubo foi aferida com uso de um

Contador Gama (Perkin Elmer, INC). A quantidade aferida foi "plotada" (grupo G1), e
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comparada com as quantidades conhecidas (padrédo — grupo G2) e os valores
encontrados foram inversamente proporcionais aqueles encontrados na amostra.
Sendo a especificidade dos anticorpos dirigida a Beta-endorfina, a reatividade
cruzada com a B-endorfina bovina (que guarda uma homologia estrutural) foi a base
tedrica da proposicao.

O ensaio foi realizado junto a equipe técnica da CRIESP - Central
de Radioimunoensaio de Sdo Paulo - empresa do Grupo NKB/Fleury, em sua sede

em Sao Paulo e com a supervisao da equipe de assessoria da Génese.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de variancia para verificar as
diferengas entre os grupos gestantes e ndo gestantes.

Para o grupo G1 (vacas gestantes), foi realizada analise de
regressao dos parametros estudados em fungao dos dias de avaliagdo em relagao
ao dia do parto.

Foi também realizada analise de correlacdo entre parametros

estudados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores referentes a concentragdo de Calcio e de [-endorfina
sérica do grupo G1 e do grupo G2 obtidos das amostras estdo apresentados na

tabela 1.
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Tabela 1. Concentragdo sérica média de Calcio e de B-endorfina em mg/dL, em
vacas gestantes na fase de periparto (G1) e em vacas nao-gestantes (G2)
e erro padrao entre parénteses.

Grupos Ca (mg/dL) B-Endorfina (mg/dL)
Gestante-G1 8,72 (0,20) b 335,99 (15,11)
Nao-gestante-G2 9,56 (0,18) a 316,10 (10,24)
Média Geral 8,96 329,31
Coeficiente de Variagao (%) 16,76 29,79

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si significativamente (P<0,05).

Quando se compararam as médias de Ca e de [(-endorfina para os
dois grupos estudados, pode se observar, na Tabela 1, que os valores de Ca
diferiram entre os grupos e que os valores de B-endorfina, embora nao significativo,

apresentaram tendéncia de serem maiores para as vacas grupo G1 (gestantes).

Quando foram feitas as analises considerando apenas os dias —7 e dia
0 para o grupo G1 comparados com o grupo G2, o comportamento foi similar
(Tabela 2) com tendéncia de maior média de B-endorfina para os animais do grupo

G1(gestantes).

Tabela 2. Concentragdo sérica média de Calcio e de B-endorfina em mg/dL, em
vacas gestantes nos dias —7 e dia 0 em relagdo ao parto (G1) e em vacas
nao-gestantes (G2).

Grupos Ca (mg/DL) B-Endorfina (mg/DL)
Gestante-G1 8,22b 342,64
Nao-gestante-G2 9,56 a 316,10
Média Geral 8,89 329,37
Coeficiente de Variagao (%) 16,76 24,85

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si significativamente (P<0,05).
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Na Tabela 3 sdo apresentadas as médias observadas e os erros
padrdo das médias (entre parénteses), para os valores observados de Calcio e
B-endorfina, nos diferentes dias de avaliagbes realizadas para o grupo G1 (vacas

gestantes).

Tabela 3. — Médias observadas e erro padrao das médias (entre parénteses) de
Calcio e de pB-endorfina para os animais do grupo G1(gestantes) de acordo com os

dias de avaliacéo.

Dias de Avaliagao Ca (mg/dL) B-endorfina (mg/dL)

-14 9,62 (0,22) 310,76 (32,66)

-7 9,66(0,23) 340,04 (25,48)

0 6,79(0,53) 345,24 (41,66)

+7 8,51(0,26) 349,76 (44,10)

+14 9,01(0,27) 334,16 (26,71)
Média Geral 8,72 335,99
Coeficiente de Variagao (%) 11,80 32,90

Comparando os valores de Ca e B-endorfina de acordo com os dias de
avaliagao, observa-se que os valores de Ca diminuiram no dia 0 (dia do parto), ao
contrario do que ocorreu com os valores de B-endorfina, que aumentaram no dia do
parto, indicando a possibilidade de uma correlagdo negativa entre estes parametros.

Durante o experimento, uma das vacas (animal 009) apresentou
sintomatologia clinica de hipocalcemia, com sintomas caracteristicos da
enfermidade, inclusive decubito lateral. A vaca com hipocalcemia (009) foi tratada
apos o nascimento do bezerro, quando ja estava em decubito lateral, com
borogluconato de calcio por via intravenosa, apresentando resposta imediata ao

medicamento.
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Na Figura 1 é apresentado o comportamento dos niveis de B-endorfina em
funcdo dos dias de avaliagdo para a média do grupo G1 e para o animal que
apresentou hipocalcemia clinica (animal 009). Pode-se observar que o nivel de [3-
endorfina deste animal, a partir do dia —7 em relagdo ao parto, apresentou-se acima

da média do grupo G1(gestantes).
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Figura 1. B-endorfina em funcédo dos dias de avaliagdo para animais do grupo G1 e para o
animal que apresentou hipocalcemia.

Pode ser observado um discreto aumento dos valores da B-endorfina
para o grupo G1 (gestante). Em relacdo a vaca com hipocalcemia clinica (animal
009) observou-se um acentuado aumento da B-endorfina nos dias mais proximos do
parto.

Podem ser também vistos na Figura 2 os comportamentos do Ca e
da B-endorfina, para os grupos G1 (gestantes) e G2 (n&o-gestantes) e também do
unico animal que apresentou a hipocalcemia clinica (009) que pertencia ao grupo

G1(gestantes).
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Figura 2. Valores observados de Ca e 3-endorfina para os animais do grupo gestante (G1),

néo gestante (G2) e animal que apresentou hipocalcemia.

Observa-se que o animal que ficou doente (vaca 009) apresentou nivel de [3-

endorfina acima da média dos grupos G1 (gestante) e G2 (ndo-gestante) e valor de
Ca abaixo da média destes grupos, indicando uma possivel associagdo entre estes
parametros, porém o valor de correlagdo observado (r = -0,21) ndo foi significativo,
mas € um indicativo de que o aumento da B-endorfina aparenta estar relacionado a
reducao do nivel de Ca.

Os resultados encontrados neste experimento demonstram que a B-endorfina
sanguinea aumentou no periodo do periparto como demonstrou o grupo G1
(gestantes) quando comparados com os valores encontrados para o grupo G2 (néo
gestantes), concordando com os autores (Sciorsi, Dell’ Aquila e Minoia 2001) que os
peptideos opidides enddgenos podem estar associados ao processo de
desencadeamento da hipocalcemia da vaca leiteira. No animal 009 que apresentou
a forma clinica da hipocalcemia da vaca leiteira o aumento da B-endorfina foi bem
acentuado quando comparado com o grupo G2 (nao gestantes), concordando com a
correlacao feita por (Marques 2001) entre estresse e a intensidade da hipocalcemia

da vaca leiteira com o reconhecimento de iondicadores biolégicos entre os quais os
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peptideos opidides. O calcio apresentou-se bem abaixo dos valores de referéncias,
nos valores mensurados para o animal 009 (3,52 mg/dL), sendo esses valores de
calcio considerados por (Rebhun, 1999) como valores encontrados em bovinos
comatosos.

Analisando as variagcdes nas concentragdes da B-endorfina, somada as
variagbes do parto e individual, constatou-se que o aumento da B-endorfina pode
estar correlacionado com o estresse do parto e da alta producédo Ileiteira.
Considerando tais possiveis causas, pode-se concluir que podem ser decorrentes de
desequilibrios associados a altos niveis de estresse devido as exigéncias da alta

producao leiteira e pelo parto.

CONCLUSAO

Este estudo demonstrou a importancia de se conhecer as
concentracdes séricas da B-endorfina e sua curva de variagdo durante o periodo do
periparto em vacas leiteiras e suas possiveis ligagcdes com a hipocalcemia da vaca
leiteira.

A constatacdo precoce de alteragdes permitiria a correcdo dos
fatores predisponentes e desencadeantes para o desenvolvimento da doencga,

evitando assim as perdas econémicas relacionadas a hipocalcemia da vaca leiteira.
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Em relagcdo aos valores encontrados para calcio quando comparadas as
amostras do grupo G1, os resultados demonstraram que os valores de calcio
foram visivelmente menores no dia do parto (0) e no dia (+7) pos-parto
quando comparados aos dias (-14 e -7) pré-parto e ao dia (+14) pds-parto. Os
valores encontrados no dia do parto e no dia (+7) pds-parto também foram
visivelmente menores em relagdo a ambas as amostras do grupo G2,
mostrando que o periodo de maior incid~encia esta entre os dias 0 (dia do
parto) e 7 dias apds o parto.

O estudo das amostras demonstrou alteragdes mais acentuadas nos valores
de calcio no animal (009) que apresentou quadro clinico de hipocalcemia da
vaca leiteira.

Os valores encontrados para fésforo nas amostras de soro sanguineo dos
bovinos leiteiros do grupo G1 nos dias do parto (0) e no dia +7 pds-parto
apresentaram valores abaixo dos encontrados nos dias (-14 e -7) pré-parto,
dia (+14) pos parto e em relagdo a ambas as amostras do grupo G2,
mostrando que o fésforo tem participagdo na patogenia da HVL.

Nos resultados das analises para o magnésio das amostras do soro
sanguineo das vacas leiteiras ndo foram encontradas alteragbes dignas de
nota entre as amostra do grupo G1 (-14, -7, 0, +7, +14), também n&o foram
encontradas alteragées quando comparadas as amostras do grupo G1 em
relacdo as amostras grupo G2.

Em relagdo aos valores encontrados para a fosfatase alcalina nas amostras
nao foram encontradas variagbes entre os periodos do pré-parto (-14 e -7),
parto (0) e pds-parto (+7 e +14) entre si, nem quando comparadas as
amostras do grupo G1 em relagdo a ambas amostra do grupo G2.

O estudo demonstrou que o gama-glutamiltransferase apresentou valores
visivelmente diminuidos no dia do parto e aos +7 dias ap6s o parto quando
comparados aos dias  (-14 e -7) pré-parto e ao dia (+14) pos-parto do grupo
G1, os resultados dos dias do parto e do dia +7 pds-parto também foram
menores que ambos os resultados de ambas amostras do grupo G2.
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Os valores encontrados como resultados para o aspartato-aminotransferase
nas amostras do grupo G1 apresentaram-se diminuidos nos dias que
antecedem o parto  (-14 e -7) e no dia do parto (0) quando comparados aos
dias que sucedem ao parto (+7 e +14) e em relagédo a ambas as amostras do
grupo G2.

O periodo do periparto em vacas leiteiras nao influi no metabolismo hepatico.

A mensuracdo da [-endorfina em bovinos leiteiros de alta producao
apresentou resultados positivos em relacdo ao estresse do periodo do
periparto.

Em rebanhos bovinos leiteiros da regidao sul do Estado do Parana, onde as
vacas leiteiras apresentam alta producdo, os valores da B-endorfina se
apresentou aumentado no animal 009 que apresentou quadro clinico de
hipocalcemia da vaca leiteira.
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APENDICE A: Aspartato-aminotransferase

AST-PP - CAT. 421

Tampao: 1 x 160 mL

Coenzima: 1 x 40 mL

Método: Cinético-UV

Finalidade: Dosagem da Transaminase Oxaloacética (TGO ou AST).
Amostra: Soro.

Bireagente - Necessita preparar Reagente de Trabalho
Estabilidade do Reagente de Trabalho: 60 dias
Necessita equipamento com cubeta termostatizada.
Tempo de Reacgao: 5 minutos a 37° C.

Linearidade: 500 U/L.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO

De acordo com o numero de testes, misturar suavemente, 4 volumes de Tampéao (1)
com 1 volume de Coenzima (2). Exemplo: 4 mL de Tampéao (1) mais 1 mL de
Coenzima (2). Homogeneizar. Estavel por 2 meses entre 2-8°C.

Cuidados e Precaugodes Especiais:

1- O kit destina-se somente para uso diagnéstico in vitro.

2- Aplicar os cuidados habituais de seguranca na manipulagdo dos reagentes e
amostra biolégica. Fazer referéncia ao manual ou POP de segurancga.

3- Os reagentes utilizados em condi¢gdes técnicas adequadas e armazenados nas
condigbes especificadas sao estaveis até a validade citada na embalagem.

4- O reagente uma vez usado contém soro, plasma ou urina, eventualmente
infectado, e deve ser tratado como material potencialmente infeccioso. Fazer o
descarte em lugar apropriado.

5- Os reagentes ndo contém substancias perigosas nas quantidades reportadas.
Em caso de vazamento acidental, lavar o local com agua corrente.

6- Recomenda-se o uso de luvas descartaveis durante o manuseio das substancias.
Em caso de contato com os olhos ou pele, lavar abundantemente com agua
corrente. Em caso de ingestao, procurar atendimento médico.

EQUIPAMENTOS

Procedimento técnico manual
e Banho-Maria a 37°C

e Espectrofotbmetro ou fotdbmetro para leituras em UV (340 nm), com cubeta
termostatizada.
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e Pipetas automaticas
e Crondmetro

Procedimento Técnico Automatizado

Citar nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referéncia ao
manual ou POP para utilizagdo do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Citar o equipamento alternativo e os procedimentos para medicdo dos ensaios.

Indicar as possiveis diferencas quando os procedimentos manuais substituirem os
procedimentos automatizados.

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual:

1- Termostatizar o Reagente de Trabalho na temperatura do banho-maria (37°C). A
temperatura deve permanecer constante durante a realizagao do teste.

2- Pipetar:

Reagente de Trabalho 1000 pL
Amostra 50 uL

3- Homogeneizar e inserir a cubeta no porta-cubetas termostatizado (37°C). Acionar
o crondbmetro.

4- Apés 1 minuto, fazer a leitura da absorbancia inicial (A1).
5- Fazer novas leituras de absorbancia, apds exatamente 1, 2 e 3 minutos.

6- As diferengas entre as absorbancias devem ser praticamente iguais, indicando a
linearidade do método.

7- Calcular o decréscimo de absorbancia médio por minuto (AA/minuto médio).

Procedimento em Analisadores Automaticos
Mencionar o manual ou POP para utilizacdo do equipamento analitico. Anexar o guia
de aplicacéo dos reagentes para o sistema automatico.
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CALCULOS

Ver Linearidade.

Considerando que o coeficiente de absor¢ao milimolar do NADH em 340 nm ¢ 6,3,
tem-se a seguinte férmula para calcular a atividade enzimatica:

U/L de AST (GPT) em 340 nm = AA/min x 3333 onde: AA A/min = Variagdo da
absorbancia por minuto

O fator 3333 ¢é calculado com base nas condi¢des da reacio cinética continua. Esse

fator deve ser recalculado sempre que se fizer qualquer modificacdo nos parametros
da reacao.

Exemplo: AA/minuto do teste = 0,0335 Atividade AST em U/L= AA teste X
3333

Atividade AST = 0, 0335 X 3333 = 112 U/L

Calculo do Fator:

Fator = Vt x 1000
¢ xVaxd

Exemplo: Vt = volume total do ensaio (1,05 mL) Va = volume da amostra (0,05
mL)

1000 = conversao de U/mL para U/L d = espessura da solugéo (1 cm)

¢ = Absortividade milimolar do NADH em 340nm = 6,3

Fator = 1,05 x 1000 = 3333
6,3x0,05x1

Efeito da Temperatura:

A determinagao pode ser feita também 30°C (Método IFCC).

O fator 1,54 permite converter resultados obtidos em 37°C para 30°C.

Exemplo: Valor obtido em 37°C = 112 U/L Valor em 30°C =112/1,54 =73
U/L.
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RESULTADOS

Unidade de Medida: U/L
Fator de Conversao de Unidades (U/L para Sl): U/L de AST x 0,01667 = pkat/L

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais
Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante
€ numero de catalogo.

Controle Interno

Descrever a calibragdo periddica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.

Citar a utilizagdo de soros controles (nivel normal —cédigo --------- e patologico —
codigo ------- ) nas analises realizadas juntamente com a frequéncia da utilizacdo dos
mesmos. Descrever o procedimento de verificagcdo de novos lotes de controles e
reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagdes de qualidade feitas por
programas de comparagao entre laboratérios ou outros controles de qualidade:
PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos Dados Obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sao arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERENCIA (37°C)

e Soro ou Plasma: até 42 U/L.



115

SIGNIFICADO CLINICO

A aspartato aminotransferase (AST) ou transaminase glutamico-oxalacética (GOT ou
TGO) é uma enzima encontrada em concentragdo muito alta no musculo cardiaco,
no figado, musculos esqueléticos e em menor concentragdo nos rins e pancreas.
Nas células hepaticas, a AST localiza-se no citoplasma (40%) e na mitocdndria
(60%). Qualquer leséo tissular ou doenga afetando o parénquima hepatico liberara
uma maior quantidade da enzima para a corrente sanguinea, elevando os niveis
séricos da AST. Sempre que ocorrer uma lesdo hepatocelular de qualquer etiologia
havera uma grande liberagdo da enzima AST para a corrente sanguinea, elevando
seus niveis sericos.

Na hepatite virética aguda, os niveis de AST encontram-se quase sempre elevados
em mais de 10 vezes o limite superior da faixa de referéncia e em alguns casos
ultrapassam a 20 vezes esse limite superior de normalidade. Entretanto, dentro de
uma a duas semanas, os valores de AST diminuem bastante podendo cair para a
faixa normal ou apresentar ligeiro aumento.

Nos casos de obstrucido extra-hepatica, as elevacdes de AST ndo sdo comuns, mas
podem ocorrer quando ha lesdo parenquimatosa secundaria aguda. Na cirrose, as
alteragdes da AST e seus respectivos niveis vao depender da ocorréncia e do grau
de lesédo hepatocelular ativo presente. Geralmente, na cirrose inativa os valores de
AST nédo se alteram. Na cirrose alcodlica ativa, os valores de AST se elevam
moderadamente.

Na hepatite virdtica cronica ativa, os niveis de AST também se encontram elevados
moderadamente. Varias doengas comuns apresentam elevagdo pequena ou
moderada de AST, e entre elas podemos citar: mononucleose infecciosa, hepatite
aguda na fase de remissdo ou recuperacdo, hepatite cronica, disfungado hepatica
induzida por drogas, tumor hepatico metastatico, congestao hepatica passiva, cirrose
ativa ou hepatopatia alcodlica, obstrugdo extra-hepatica prolongada do ducto biliar,
figado gorduroso e citomegalovirus.

Na maioria das vezes, a dosagem de AST é realizada juntamente com a ALT e a
relacdo AST/ALT pode ser determinada para auxiliar no diagnostico diferencial das
doengas. Assim, a relagdao AST/ALT é sempre maior do que 1 em pacientes com
cirrose alcodlica, hepatites cronicas, congestdao hepatica e tumor metastatico do
figado. Geralmente, essa relagdo € menor do que 1 nos casos de hepatite virética
aguda e mononucleose infecciosa.

Nos casos de lesdo do miocardio, a AST juntamente com a dosagem da creatina
quinase (CK) e da desidrogenase lactica (LDH) € muito util para o diagnostico e
acompanhamento do infarto do miocardio (IM). Os niveis de AST aumentam dentro
de 6 a 10 horas apds o infarto, atingindo um valor maximo em 12 a 48 horas,
voltando aos niveis normais em 3 a 4 dias, se n&o ocorrer novo infarto. Portanto, as
determinacdes em série da AST como da CK, sdao muito uteis para a avaliagao do
infarto do miocardio. A AST é muito menos especifica do que a CK-MB para o
diagnostico do infarto do miocardio.

Nos casos de pericardite, angina e cardite reumatica ndo ha aumento dos niveis de
AST.

Valores elevados: Os valores elevados de AST sdo mais comumente encontrados
nas seguintes patologias: hepatites, cirrose hepatica, necrose hepatica, metastase
hepatica, drogas hepatotdxicas, processo infiltrativo hepatico (tumor), infarto do
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miocardio, operagdes cardiacas, angioplastia e cateterizagdo cardiaca, pancreatite
aguda, trauma muscular esquelético, queimaduras graves, anemia hemolitica
aguda, distrofia muscular progressiva, mononucleose infecciosa com hepatite,
doengas musculares primarias (miopatia, miosite), doenca renal aguda e convulsées
recentes.

LINEARIDADE E LIMITE DE DETECGAO

Linearidade

A reacgao € linear até um AA/minuto de 0,150 = 500 U/L. Para valores maiores, diluir
a amostra com NaCl 0,9 g% e repetir a determinagao. Multiplicar o valor obtido pelo
fator de diluigéo.

Limite de deteccao
O Limite de deteccao do kit foi verificado no comprimento de onda de 340 nm, sendo

que a alteragao minima da atividade detectavel foi de 1,1 U/L. O intervalo de medida
vai de 1,1 U/L até 500 U/L.

LIMITAGOES DO METODO
Os resultados deverdo ser usados em conjunto com informag¢des disponiveis da
avaliagao clinica e outros procedimentos diagnosticos.

Interferéncias:
Nao utilizar amostras hemolisadas.
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APENDICE B: Beta Endorfina

Beta Endorphin

Catalog No. OP-201

NAME AND INTENDED USE

The HOPE MICROWELL ELISA b-Endorphin, Catalog No. OP-501, is for use in the quantitative
measurement of b-Endorphin.

PRINCIPLE OF THE TEST

HOPE Microwell ELISA b-Endorphin is a competitive sandwich ELISA. The microwells are coated with
a second antibody goat rabbit IgG. A certain amount of rabbit anti b-Endorphin (Antibody solution) is
added to incubate with standard or specimens. Then a b-Endorphin-HRP enzyme conjugate is added
to compete with b-Endorphin in the solution to bind to limited binding sites on the primary rabbit anti-b-
Endorphin antibody on the solid phase. After washing, substrate (solution A) and chromogen (solution
B) are added to develop a color. The enzyme reaction is stopped by addition of acid. The color
intensity which is proportional to enzyme conjugate is inversely proportional to the concentration of b-
Endorphin in specimen and standards. The b-Endorphin concentration of specimen run concurrently
with standards can be determined from the standard curve.

MATERIALS PROVIDED
e Microwell strips: goat anti rabbit IgG coated microwells (12 strips x 8 wells)
e Solution A: Enzyme substrate, H202, 1 vial (7 ml)
e Solution B: Chromogen, Tetramethylbenzidine, 1 vial (7 ml)

e Enzyme Conjugate Stock Solution (50X): Horseradish peroxidase conjugated b-Endorphin. 1
vial (150 ml)

¢ Antibody solution: Rabbit anti- b-Endorphin antibody 1 vial (7 ml)
e Standard stock solution: b-Endorphin 16 ng/ml 1 vial (2 ml)

e Sample diluent: 0.02 phosphate buffer pH 7.6 contains 0.15 M NaCl, 0.01 M EDTA, 0.5%
BSA, and 0.02 % Triton X-100. 1 vial (12 ml)

e Washing Concentrate (10x): 1 bottle (50 ml)
e Conjugate Diluent: 1 vial (7 ml)

e Stop solution: 2N HCI 1 vial (12 ml)
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STORAGE AND STABILITY

Store the kit at 2 - 80C.
Keep microwells sealed in a dry pouch with desiccants.
The reagents are stable until expiration of the kit.

Do not expose test reagents to heat, sun or strong light during storage or usage.

PREPARATION FOR ASSAY

Bring all reagents and specimens to room temperature (20-25 oC) and gently swirl to obtain
thorough mixing.

Preparation of washing buffer: Dilute washing concentrate (10X) with deionized water to a final
volume of 500 ml.

Preparation of standard set: Dilute stock standard 16 ng/ml to a series of desirable
concentration of b-Endorphin with sample diluent.

Preparation of conjugate working solution: Dilute 20 ml of conjugate stock solution into 1 ml of
conjugate diluent. It is enough for 2 strips of wells.

ASSAY PROCEDURE:

Place the desirable number of coated wells into the holder.

Dispense 25 ml of standards or specimens into each well.

Add 50 ml of antibody solution into each well and tap 5-10 times gently to ensure a complete
mixing. Incubate 30 minutes at room temperature.

DO NOT wash between step 3 and step 4

Add 50 ml of b-Endorphin HRP enzyme conjugate to each well, tap 5-10 times gently and
continue to incubate for 60 minutes at room temperature.

Wash each well 5 times with 1X washing solution. Make sure no water droplets remain inside
each well.

Dispense 50 ml of solution A and 50 ml solution B to each well and incubate for 30 minutes.

Stop reaction with 100 ml stop solution.
< strong>

Read O.D. at 450 nm with a microwell reader.
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It is important to wash microwells thoroughly and remove the last droplets of washing buffer to

achieve the best results.

Absorbance is a function of time and temperature of incubations. It is recommended to have
all reagents and sample caps removed and all needed wells assigned and secured in holder.
It will ensure the equal elapsed time for each pipetting without interruption.

CALCULATION OF RESULTS

Construct a standard curve by plotting OD 450 nm on y-axis against the standard

concentration of b-Endorphin ng/ml on x-axis. Draw a smooth curve line through the points,

rejecting grossly aberrant points.

Use the absorbance values obtained for specimens to interpolate their b-Endorphin

concentration from the resulting standard curve.

An example of a typical run:

Beta - Endorphin

Net O.D_ 450nm

[ngiml] 1 2 Ave 2 Inhibition
oo 1.902 1.800 1.801 100
0.3 1.830 1.840 1.835 96.5
05 1.8 1.800 1.811 953
1.0 1.679 1.650 1.665 g7 .5
20 1.518 1.525 1522 s0.0
4.0 1.247 1.250 1.249 5.6
.0 0.839 0.830 0.835 437
16.0 0.604 0.600 0.e0z2 nr
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PERFORMANCE CHARACTERISTICS
Sensitivity Dynamic range: 0.20 ~ 20 ng/mi
Specificity Cross reaction based on radioimmunoassay.
Peptide %o crossreactivity
Beta-endorphin (1-30) =006
Beta-endorphin (1-29) =0.06
Beta-endorphin [1-23) oA
Leu-enkephalin oo
Met-enkephalin oo

Dynorphin & (117 oo
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APENDICE C: Calcio

CALCIO-PP

CAT. 448M: Padrao: 1 x 5 mL

Tampao: 1 x 50 mL

Metiltimol: 1 x 50 mL

CAT. 448: Padrao: 1 x 5 mL

Tampao: 2 x 50 mL

Metiltimol: 2 x 50 mL

Método: Colorimétrico - Azul de Metiltimol.

Finalidade: Dosagem do Célcio.

Amostra: Soro, Plasma, Urina.

Bireagente - Necessita preparar Reagente de Trabalho.
Estabilidade do Reagente de Trabalho: 2 dias.

Tempo de Reacdo: 2 minutos a temperatura ambiente.
Linearidade: 15,0 mg/dL.

CALCIO

PRINCIiPIO DO TESTE

O calcio presente na amostra reage com o azul de metiltimol em meio alcalino,
originando um complexo colorido que é quantificado espectrofotometricamente em
610 nm.

A hidroxiquinoleina presente no reativo evita a interferéncia do magnésio.

Ca*™ + Azul de metiltimol ——> Complexo colorido

APLICAGAO CLINICA

A dosagem do Calcio no sangue, urina e outros liquidos biolégicos é empregada
principalmente para avaliar o metabolismo do calcio. Valores altos sdo encontrados
no hiperparatireoismo, hipervitaminose D, doencga de Paget e doencgas malignas com
comprometimento 0sseo. Valores baixos s&o encontrados no hipoparatireoidismo,
deficiéncia de vitamina D, nefropatias, ma absorgdo intestinal, osteomalacia e
transfusdes macicas.
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AMOSTRA

Preparo do Paciente
Colher sangue pela manha apos jejum de 8 horas, salvo orientagdes médicas.

Amostras utilizadas

Soro, plasma (heparinizado) ou urina de 24 horas.

Devido ao aumento da permeabilidade das hemacias ao calcio, separar o soro ou
plasma até uma hora apés a colheita.

Estabilidade e armazenamento da amostra

O analito no soro ou plasma é estavel por 10 dias entre 2-8°C.

Na urina de 24 horas, coletada com 10 mL de acido nitrico a 50% (v/v), o analito é
estavel por 10 dias entre 2-8°C.

Volume ideal utilizado para analise
(Definir o volume ideal a ser encaminhado para analise).

Volume minimo utilizado para analise
(Definir o volume minimo a ser encaminhado para analise).

Critérios para rejeicdo da amostra
A urina de 24 horas deve ser colhida com 10 mL de acido nitrico a 50% (v/v).

Fazer referéncia ao manual ou POP de coleta, separagao e distribuicao de
material.

REAGENTE UTILIZADO

CALCIO PP CAT. 448 MS 80022230080

GOLD ANALISA DIAGNOSTICA LTDA
CNPJ — 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fatima, 2363
Belo Horizonte — MG — Brasil

Farmacéutico Responsavel: Homero Jackson de Jesus Lopes CRF - MG - 2010
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Componentes do kit:

Conservar em temperatura ambiente (15-30°C).

1.

2,

Padrao - Contém Calcio 10 mg/dL.

Tampao - Contém cianeto de potassio 7,7 mmol/L e etanolamina 1,5 mol/L.
Toxico.

. Metiltimol - Contém azul de metiltimol 0,1 mmol/L, acido cloridrico 10 mmol/L e

8-hidroxiquinoleina 17 mmol/L.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO

De acordo com o numero de testes, misturar volumes iguais do Tamp&o (2) com o
Metiltimol (3). Homogeneizar bem. Estavel por 2 dias entre 2-8°C

Cuidados e Precaugoes Especiais

1-
2-

O kit destina-se somente para uso diagnadstico in vitro.

Aplicar os cuidados habituais de seguranga na manipulagao dos reagentes e
amostra biolégica. Fazer referéncia ao manual ou POP de segurancga.

Os reagentes utilizados em condi¢bes técnicas adequadas e armazenados nas
condigbes especificadas sao estaveis até a validade citada na embalagem.

O reagente uma vez usado contém soro, plasma ou urina, eventualmente
infectado, e deve ser tratado como material potencialmente infeccioso. Fazer o
descarte em lugar apropriado.

O Tampao contém cianeto de potassio. Veneno. Reagente toxico. Nunca pipetar
com a boca. Em caso de vazamento acidental, lavar o local com bastante agua
corrente.

Recomenda-se o uso de luvas descartaveis durante o manuseio das substancias.
Em caso de contato com os olhos ou pele, lavar abundantemente com agua
corrente. Em caso de ingestao, procurar atendimento médico.

EQUIPAMENTOS

Procedimento Técnico Manual

Espectrofotdmetro ou fotdbmetro para leituras em 610 nm
Pipetas automaticas
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e Cronbmetro

e Temperatura: ambiente (15-30°C)

Procedimento Técnico Automatizado
Citar nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referéncia ao
manual ou POP para utilizacdo do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Citar o equipamento alternativo e os procedimentos para medicdo dos ensaios.
Indicar as possiveis diferencas quando os procedimentos manuais substituirem os
procedimentos automatizados.

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual:

1- Identificar 3 tubos de ensaio com "Branco", "Teste" e "Padrao" e proceder:

Tubos Branco Teste Padrao
Amostra — 10 pL —
Padrao (1) — — 10 -L
Reagente de | 1000 pL | 1000 pL | 1000 pL
Trabalho

2- Misturar bem e deixar os tubos durante 2 minutos a temperatura ambiente.

3- Ler a absorbancia (Ap) do Padrao e do Teste (At), zerando o aparelho com o
Branco em 610 nm.

4- A cor é estavel durante 60 minutos.

Dosagem em Amostras de Urina

Diluir a amostra de urina 1:10 (0,1 mL de urina + 0,9 mL de agua destilada ou
deionizada). Seguir a técnica de analise descrita para o soro e multiplicar o resultado
obtido por 10.

Procedimento em Analisadores Automaticos:
Mencionar o manual ou POP para utilizacdo do equipamento analitico. Anexar o guia
de aplicacédo dos reagentes para o sistema automatico.
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CALCULOS

Ver linearidade.

Como a metodologia obedece a Lei de Lambert-Beer, podem-se efetuar os calculos
através do Fator de Calibragéo (FC).

Concentragao do Padrao = Cp  Absorbancia do Padrao = AP

Concentracao do Teste = Ct Absorbancia do Teste = At

Exemplo: Cp = 10,0 mg/dL Ap = 0,250 At =0,220

Fo= CP _ 100 _
Ap 0,250

40

Ct=Fc x At=40 x 0,220 = 8,8 mg/dL

Dosagem na Urina (mg/24 horas):

Calcio(mg/dL) x VolumeUrinariode 24hemmL

mg/24 horas = 100

CALCIO IONIZADO (Cal):

Ca = Caélcio sérico (mg/dL) P= Proteina total (g/dL) A= Albumina (g/dL)

6 x Ca _[(0,19 x P) + Aj

3

Cal (mg/dL) =
al (mg/dL) (0,19 xP) + A+ 6
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RESULTADOS

Unidade de Medida
mg/dL

Fator de Conversao de Unidades (mg/dL para Sl)
mg/dL de calcio x 0,25 = mmol/L de Calcio

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante
e numero de catalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibragao periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Citar a utilizagado de soros controles (nivel normal —cédigo --------- e patoldgico —
cédigo ------- ) nas analises realizadas juntamente com a frequéncia da utilizagdo dos
mesmos. Descrever o procedimento de verificagdo de novos lotes de controles e
reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagdes de qualidade feitas por
programas de comparagao entre laboratérios ou outros controles de qualidade:
PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.
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VALORES DE REFERENCIA

Soro ou plasma:
e Calcio: 9,0 a 10,7 mg/dL (2,25 a 2,68 mmol/L)
e Calcio lonizado: 4,0 a 5,4 mg/dL (1,00 a 1,35 mmol/L)

Urina: 100 a 350 mg/24 horas =2,5 a 8,8 mmol/24 horas.

SIGNIFICADO CLINICO

A dosagem de calcio no soro € empregada para avaliar a fungao da paratiredide e o
metabolismo do calcio, uma vez que o calcio sérico € mantido dentro dos limites
fisioloégicos pela acdo combinada do paratorménio (PTH) e vitamina D através de
seus efeitos sobre os 0ssos, intestinos e rins. Cerca de metade do calcio total existe
no sangue em sua forma livre (ionizado) e a outra metade encontra-se combinada
com proteinas, principalmente com a albumina. A dosagem do calcio avalia as duas
formas, livre e combinado. O calcio ionizado pode ser determinado através de
técnicas de eletrodo ion-seletivo ou pode ser calculado através de férmula
especifica. A vantagem de se dosar o calcio ionizado é evitar a interferéncia dos
niveis de albumina.

Valores Aumentados

A hipercalcemia ocorre no hiperparatireoidismo, neoplasmas com metastase éssea,
alguns casos de cancer de pulmao, rins, bexiga sem envolvimento O&sseo,
hipervitaminose D, sarcoidose, mieloma multiplo quando as proteinas estéao
elevadas, acromegalia, doenga de Paget.

A hipercalcemia estd associada ao uso de drogas como os tiazidicos, vitaminas A e
D, antiacidos alcalinos e carbonato de litio.

Valores Diminuidos

As causas mais comuns de hipocalcemia s&o: hipoparatireoidismo idiopatico ou
cirargico; pseudo hipoparatireoidismo; insuficiéncia renal; deficiéncia de vitamina D;
doenga gastrointestinal que interfere com a absorcdo de vitamina D ou calcio
(esteatorréia); nefrose ou outras condigées com baixos niveis de proteinas séricas;
pancreatite aguda; deficiéncia de magnésio.
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VALORES CRITICOS

Soro ou plasma: > 12, 0 mg/dL
< 7,0 mg/dL

Incluir o procedimento a ser adotado diante de um resultado critico.

LINEARIDADE E LIMITE DE DETECGAO

Linearidade

A reagéo é linear até 15,0 mg/dL (3,75 mmol/L). Para valores acima da faixa linear,
diluir a amostra com agua destilada ou deionizada, realizar nova determinacéo e
multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluicdo empregado.

Limite de deteccao
O Limite de detecgdo do kit foi realizado em 610 nm e a alteragdo minima detectavel
foi de 0,6 mg/dL. O intervalo de medida vai de 0,6 mg/dL até 15 mg/dL.

LIMITAGOES DO METODO

Os resultados deverdo ser usados em conjunto com informag¢des disponiveis da
avaliagao clinica e outros procedimentos diagndsticos.

Interferéncias:

Os anticoagulantes quelantes de calcio (EDTA, oxalato, etc) interferem, fornecendo
resultados falsamente diminuidos.

Devido ao aumento da permeabilidade das hemacias ao calcio, separar o soro ou
plasma até uma hora apés a colheita.
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APENDICE D: Fésfatase Alcalina

FOSFATASE ALCALINA - CAT. 340
Padrdo: 1 x 3 mL

Substrato: 1 x 5 mL

Tampao: 1 x 50 mL

Reagente de Cor: 1 x 200 mL

Método: Cinético-Colorimétrico (Roy mod.).
Finalidade: Dosagem da Fosfatase Alcalina.
Amostra: Soro, Plasma.

Estabilidade dos Reagentes: Até a data de validade do Kkit.
Tempo de Reacdo: 12 minutos a 37° C.
Linearidade: 600 U/L.

FOSFATASE ALCALINA

PRINCIiPIO DO TESTE

A fosfatase alcalina do soro hidrolisa o substrato de timolftaleina monofosfato,
liberando timolftaleina e fosfato inorganico. Pela adigdo de alcali, a agdo enzimatica
€ inibida e a timolftaleina adquire cor azul, cuja absorbancia é medida
fotometricamente.

A cor do produto final da reagao é resultante da mistura de cor azul e a cor prépria
do substrato.

APLICAGAO CLINICA

A dosagem da Fosfatase Alcalina no soro € empregada principalmente para avaliar
doengas hepaticas (hepatites, cirrose, cancer, ictericias obstrutivas) e doencgas
Osseas.

AMOSTRA

Preparo do Paciente
Colher sangue pela manha apds jejum de 8 horas, salvo orientagdes médicas.

Amostras utilizadas
Soro ou plasma (heparina).
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Estabilidade e armazenamento da amostra
O analito é estavel por 7 dias entre 2-8°C.

Volume ideal utilizado para analise
(Definir o volume ideal a ser encaminhado para analise).

Volume minimo utilizado para analise
(Definir o volume minimo a ser encaminhado para analise).

Critérios para rejeicao da amostra

Os anticoagulantes fluoretos, oxalato, citrato e EDTA interferem no resultado do
teste.

A hemolise interfere devido a fosfatase alcalina eritrocitaria.

Fazer referéncia ao manual ou POP de coleta, separagcao e distribuicao de
material.

REAGENTE UTILIZADO

FOSFATASE ALCALINA CAT. 340 MS 80022230142

GOLD ANALISA DIAGNOSTICA LTDA

CNPJ - 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fatima, 2363

Belo Horizonte — MG — Brasil

Farmacéutico Responsavel: Homero Jackson de Jesus Lopes CRF - MG - 2010

Componentes do kit:
Conservar em temperatura ambiente (15-30 °C).

1- Padrao - Contém timolftaleina equivalente a 40 U/L.

2- Substrato - Contém timolftaleina monofosfato de magnésio 39 mmol/L e dioxano
80%.

3- Tampao - Contém dietanolamina 300 mmol/L pH 10,15; Brij 35 2,1 g/L.

4- Reagente de Cor - Contém hidroxido de sédio 100 mmol/L e carbonato de sédio
150 mmol/L. Corrosivo.

Estabilidade
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Os reativos sao estaveis até o vencimento da data de validade impressa no rétulo
do produto e na caixa quando conservados bem vedados na temperatura
recomendada. Evitar a contaminacao durante o uso.

CUIDADOS E PRECAUGOES ESPECIAIS:

1-
2-

O kit destina-se somente para uso diagnaostico in vitro.

Aplicar os cuidados habituais de seguranga na manipulagao dos reagentes e
amostra biolégica. Fazer referéncia ao manual ou POP de segurancga.
Recomendamos o uso das Boas Praticas em Laboratério Clinico para a
execucao do teste.

De acordo com as instrugdes de biosseguranga, todas as amostras devem ser
manuseadas como materiais potencialmente infectantes.

O Tampao (3) deve ser mantido aberto 0 menor tempo possivel, para nao ser
contaminado com CO, atmosférico. Nao soprar dentro do frasco do Tampao (3)
para evitar alterar o pH da solugao pela introdugcéao de CO..

O frasco do Padrao (1) deve ser mantido bem vedado para evitar a evaporagao
do solvente.

O Reagente de Cor (4) é corrosivo. Contato com os olhos, pele ou mucosas
devem ser evitados. Nao aspirar ou ingerir.

Glicose e glicerol aumentam a atividade da enzima, atuando como aceptores de
fosfatos.

Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resolugdes normativas
locais, estaduais e federais de preservagdo do meio ambiente.

10- Recomendamos o uso de equipamentos de prote¢do individual (EPI) como

avental, 6culos de seguranga, luvas descartaveis e outros que se fizerem
necessarios para a realizagao do teste.

11- Nao deve ser utilizada a boca para pipetagem de reagentes, amostra ou

qualquer outra substancia.

12- A observagédo rigorosa da pipetagem, da estabilidade dos reagentes e da

limpeza da vidraria é de extrema importancia para se obter resultados exatos e
precisos.

EQUIPAMENTOS

Procedimento Técnico Manual

Banho-Maria a 37°C

Espectrofotdbmetro para leituras em 590 nm
Pipetas automaticas

Cronémetro

Procedimento Técnico Automatizado
Citar nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referéncia ao
manual ou POP para utilizagdo do mesmo.
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Procedimento Técnico Alternativo

Citar o equipamento alternativo e os procedimentos para medicdo dos ensaios.
Indicar as possiveis diferengas quando os procedimentos manuais substituirem os
procedimentos automatizados.

PROCEDIMENTO

Procedimento Técnico Manual:

A- Condicdes de Reacao

Equipamento: Espectrofotdbmetro.
Leitura: Comprimento de onda 590 nm.
Medida: Contra o Branco da reacéo.

B- Dosagem no Soro ou Plasma.

Identificar trés tubos de ensaio Branco, Teste e Padréo e proceder:

Tubos Branco Padrao Teste
Substrato (2) 50 pL 50 uL 50 uL
Tampao (3) 500 pL 500 uL 500 pL
PadrGo(1) | = === OpL | -

Misturar e incubar a 37°C por 2 minutos.

| Soro e T | 50l |

Homogeneizar bem e Incubar a 37°C por 10 minutos (CRONOMETRAR)

Reagente de Cor 2,0mL 2,0 mL 2,0 mL
(43)

Homogeneizar bem.
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Efetuar as leituras fotométricas em 590 nm ou em filtro vermelho, acertando o zero
com o Branco.
A reacao de cor é estavel por 120 minutos.
Procedimento em Analisadores Automaticos

Mencionar o manual ou POP para utilizagdo do equipamento analitico. Anexar o guia
de aplicacao dos reagentes para o sistema automatico.

CALCULOS

Ver Linearidade.

At = Absorbéancia do Teste

Ap = Absorbancia do Padrao

Cp = Concentragao do Padrédo = 40 U/L

Como a metodologia obedece a Lei de Lambert-Beer, fazer os calculos através do
Fator de Calibracao.

Exemplo:

Ap=0,292 At=0420 Cp=40UL
FC = Cp + Ap = 40 = 0,292 = 137

Ctem U/L = Atx FC =0.420 x 137 = 57 U/L

RESULTADOS

Unidade de Medida
U/L

Definicdo de Unidade: Uma unidade é igual a quantidade de enzima que libera por
hidrolise 1 micromol de timolftaleina por minuto, por litro de soro nas condi¢des do
teste.

Fator de Conversao de Unidades (U/L para Sl)
U/L de Fosfatase Alcalina x 0, 01667 = pkat/L



137

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante
€ numero de catalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibragao periodica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Citar a utilizagado de soros controles (nivel normal —cédigo --------- e patoldgico —
cbdigo ------- ) nas analises realizadas juntamente com a frequéncia da utilizagdo dos
mesmos. Descrever o procedimento de verificagdo de novos lotes de controles e
reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagdes de qualidade feitas por
programas de comparagado entre laboratérios ou outros controles de qualidade:
PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERENCIA (37°C)

Os valores de referéncia variam em fungao da idade.
Soro ou plasma.

1- Adultos (acima de 13 anos): 13 a 43 U/L.
2- Criancgas até 13 anos: 56 a 156 U/L.

SIGNIFICADO CLINICO

A fosfatase alcalina compreende um grupo de enzimas fosfohidrolases que
apresentam atividade maxima em pH alcalino, proximo de 10. A enzima é
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encontrada em varios tecidos, com maiores concentragdes no figado, no epitélio do
trato biliar e no osso. A mucosa intestinal e a placenta contém também a fosfatase
alcalina. A fosfatase alcalina apresenta varias isoenzimas, sendo que cada uma das
fontes produtoras contém uma isoenzima especifica. O fracionamento das
isoenzimas da ALP é util para diferenciar doengas 6sseas de doengas hepaticas. As
isoenzimas sdo melhor estudadas pelo teste de estabilidade ao calor e pelo
fracionamento eletroforético. A isoenzima de origem hepatica (ALP1) é termo-
estavel, enquanto que fragdo 6ssea (ALP2) é inativada pelo calor.

A determinacéao laboratorial da fosfatase alcalina (ALP) se aplica muito bem para o
diagndstico de doencgas do figado e dos 0ssos.

Valores elevados: Cirrose, obstrucao biliar intra e extra-hepatico tumor primario ou
metastatico do figado, tumor metastatico do osso, recuperagao de fraturas ésseas,
doenga de Paget, hiperparatireoidismo, fases de crescimento normal dos 0ssos.

Valores Diminuidos: Hipotireoidismo, hipofosfatemia, desnutricdo, doencga celiaca.

VALORES CRITICOS

Nao Aplicavel.

LINEARIDADE E LIMITE DE DETECGAO

Linearidade
A reacdo de cor € linear até a concentracdo de 600 U/L com cinética de ordem zero.
Para valores maiores que 0,8 de absorbancia, proceder da seguinte maneira:

a) Diluir o conteudo dos tubos Teste e o Branco com o Reagente de Cor (4),
b) Efetuar nova leitura fotométrica,

¢) Multiplicar o valor obtido pelo fator de diluicdo empregado.

Se o valor for ainda maior que 600 U/L:

a) Diluir o soro com agua destilada,

b) Efetuar nova determinacao,

¢) Multiplicar o valor obtido pelo fator de diluicdo empregado.

LIMITACOES DO METODO

Os resultados deverdo ser usados em conjunto com informag¢des disponiveis da
avaliagao clinica e outros procedimentos diagndsticos.
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Interferéncias:

A presencga de ions Ca"", fosfato, aménio e borato inibem a enzima.
A hemolise interfere devido a fosfatase alcalina eritrocitaria.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
1- Amador, E.: J.A.M.A. 185, 431, 1970.

2- Burtis CA, Ashwood ER. Tietz Textbook Clinical Chemistry. Philadelphia: W.B.
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8- FOSFATASE ALCALINA, Instru¢des de Uso, Gold Analisa Diagndstica.
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APENCICE E: Fésforo

FOSFORO - CAT. 342

Padrao: 1 x 3 mL

Redutor: 1 x 7 mL

Molibdato: 1 x 7 mL

Tampao: 1 x 14 mL

Método: Colorimétrico-Fosfomolibdato.

Finalidade: Dosagem do Fésforo (Fosfato).

Amostra: Soro, Plasma, Urina e Liquido Amniético.
Estabilidade dos Reagentes: Até a data de validade do kit.
Tempo de Reacdo: 7 minutos ‘temperatura ambiente.
Linearidade: 9,0 mg/dL.

FOSFORO

PRINCIiPIO DO TESTE

O ion fosfato (Pi) reage com o molibdato de aménio na presencga de acido sulfurico
formando um complexo de fosfomolibdato de aménio. Por agéo do acido ascorbico,
em meio alcalino, o complexo formado € reduzido a azul de molibdénio, cuja
absorbancia medida em 650 nm, & diretamente proporcional a concentracdo de
fésforo na amostra analisada.

APLICAGAO CLINICA

Valores Elevados — Hiperfosfatemia: A concentragcdo de fosforo no soro esta
aumentada na insuficiéncia renal (aguda e crbnica), no hipoparatiroidismo,
hipervitaminose D, acromegalia, rabdomidlise, e nas situagdes de lise tumoral aguda
(por exemplo, quimioterapia do linfoma). A hiperfosfatemia pode ocorrer apds a
administracao de laxativos e enemas de retencado contendo fosfato.

Valores Diminuidos — Hipofosfatemia: A concentragao de fésforo esta diminuida
na fase de absorgéo dos carboidratos (glicose e demais agucares sao fosforilados ao
penetrar nas células).

A hipofosfatemia tipica ocorre no: hiperparatiroidismo, raquitismo (deficiéncia de
Vitamina D), esteatorreia, e em algumas doengas com deficiente reabsorgao tubular
do fosfato (Sindrome de Fanconi).
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AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manha apds jejum de 8 horas, salvo orientagdes médicas.
Devido a liberacéo do fésforo hematico, separar o soro até 1 hora apds a colheita.

Amostras utilizadas

Soro, plasma (heparina), urina e liquido amnidtico.

Plasmas com citrato, oxalato, fluoreto e EDTA fornecem resultados falsamente
diminuidos.

A urina deve ser acidificada com HCI e a estabilidade é até 6 meses entre 2 a 8°C.

Estabilidade e armazenamento da amostra
O analito é estavel 2 dias entre 15-25°C e uma semana entre 2-8°C.

Volume ideal utilizado para analise
(Definir o volume ideal a ser encaminhado para analise).
Volume minimo utilizado para analise

(Definir o volume minimo a ser encaminhado para analise).

Critérios para rejeicdo da amostra
Nao usar soros ou plasmas hemolisados.

Algumas substancias elevam o valor do fosforo: antiacidos alcalinos, Vitamina D,
tetraciclina, meticilina e pituitarina. Outras diminuem: Al (OH)3, insulina, éter

anestésico e injegao de paratiredide.

Fazer referéncia ao manual ou POP de coleta, separagcao e distribuicao de
material.

REAGENTE UTILIZADO

FOSFORO CAT. 342 MS 80022230154

GOLD ANALISA DIAGNOSTICA LTDA
CNPJ - 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fatima, 2363
Belo Horizonte — MG — Brasil
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Farmacéutico Responsavel: Homero Jackson de Jesus Lopes CRF - MG - 2010

Componentes do kit
Conservar na temperatura ambiente, entre 15-30°C.

1- Padrao de 5,0 mg/dL - Contém fosfato monobasico de potassio 220 mg/L; acido
cloridrico 0,1 mol e azida sddica 7,7 mmol/L. Téxico.

2- Redutor - Contém acido ascorbico 57 mmol/L e glicerol 95%.

3- Molibdato - Contém molibdato de aménio 20 mmol/L e acido sulftirico 1,5 mol/L.
Corrosivo.

4- Tampao - Contém carbonato de sédio 2,4 mol/L

Estabilidade

Os reativos sao estaveis até o vencimento da data de validade impressa no rétulo do
produto e na caixa quando conservados bem vedados na temperatura
recomendada. Evitar a contaminag&o durante o uso.

O reagente Redutor (2) quando armazenado entre 2-8°C tem sua estabilidade
aumentada.

Nao trocar as tampas dos reagentes.

CUIDADOS E PRECAUGOES ESPECIAIS:

1- O kit destina-se somente para uso diagndstico in vitro.

2-Aplicar os cuidados habituais de seguranga na manipulacdo dos reagentes e
amostra biolégica. Fazer referéncia ao manual ou POP de seguranca.

3- Recomendamos o uso das Boas Praticas em Laboratério Clinico para a execugao
do teste.

4- De acordo com as instru¢gdes de biosseguranga, todas as amostras devem ser
manuseadas como materiais potencialmente infectantes.

5-O Padrédo (1) contém azida sdédica, que é toxico e o reagente Molibdato (3) &
corrosivo, portanto tomar cuidado na manipulagdo dos mesmos para evitar
intoxicagdo e queimaduras. Havendo contato com a pele e olhos, lavar
imediatamente com bastante agua e procurar auxilio médico.

6-Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resolugées normativas
locais, estaduais e federais de preservagdo do meio ambiente.

7- Recomendamos o uso de equipamentos de protecdo individual (EPI) como
avental, o6culos de segurangca, luvas descartaveis e outros que se fizerem
necessarios para a realizagao do teste.

8- Nao deve ser utilizada a boca para pipetagem de reagentes, amostra ou qualquer
outra substancia.

9- A observacgao rigorosa da pipetagem, da estabilidade dos reagentes e da limpeza
da vidraria € de extrema importancia para se obter resultados exatos e precisos.
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10- Ao gotejar os reagentes: Redutor (2), Molibdato (3) e Tampéao (4), colocar o
conta-gotas na posi¢cdo vertical e deixar as gotas cairem diretamente sobre os
liquidos (no fundo do tubo), sem tocar as paredes dos tubos.

11-O tempo de 14 minutos da estabilidade da reagdo de cor deve ser
criteriosamente observado.

12- O reagente Tampdo (4) quando armazenado em baixa temperatura pode
cristalizar-se. Aquecé-lo, alguns minutos em banho a 37°C e agitar até solubilizagcéao
total.

EQUIPAMENTOS

Procedimento Técnico Manual

o Espectrofotdbmetro para leituras em 650 nm
e Pipetas automaticas

e Cronbmetro

Procedimento Técnico Automatizado
Citar nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referéncia ao
manual ou POP para utilizagdo do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Citar o equipamento alternativo e os procedimentos para medicdo dos ensaios.
Indicar as possiveis diferengcas quando os procedimentos manuais substituirem os
procedimentos automatizados.

PROCEDIMENTO

Procedimento Técnico Manual

NOTA: O material usado no procedimento deve estar completamente isento de
fésforo. E aconselhavel utilizar material descartavel ou lavado com &cido nitrico a 50
% (viv). Na lavagem do material utilizar detergente nado iénico, lavada com agua
corrente e enxaguada com agua deionizada ou destilada, para evitar a obtencéo de
resultados incorretos pela contaminagao com tragos de ferro.

A- Condicoes de Reagao
Equipamento: Espectrofotdmetro.
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Leitura: Comprimento de onda 650 nm.
Medida: Contra o Branco da Reacgao.

B- Técnica de Analise

Identificar 3 tubos de ensaio como Branco, Teste e Padrao e proceder:

Tubos Branco Teste Padrao
Padrao S S 100 pL
Amostra S 100 pL S

Agua deionizada 2,5mL 2,5mL 2,5 mL
Redutor (2) 1 gota 1 gota 1 gota
Molibdato (3) 1 gota 1 gota 1 gota

Misturar bem. Deixar reagir por 2 minutos na temperatura ambiente.

| Tampao (4) | 2 gotas | 2 gotas | 2 gotas

Agitar fortemente. Esperar 5 minutos na temperatura ambiente.

Imediatamente apds, efetuar as leituras fotométricas do Padréo e Teste em 650 nm
ou filtro vermelho, acertando o Zero de absorbancia com o tubo Branco.

A reacao de cor é estavel por 14 minutos.

Procedimento em Analisadores Automaticos:

Mencionar o manual ou POP para utilizacdo do equipamento analitico. Anexar o guia
de aplicagc&o dos reagentes para o sistema automatico.

CALCULOS

Concentragao do Padrao (Cp) = 5,0 mg/dL  Concentracéo do Teste = Ct
Fator de Calibragdo (FC) = Cp + Ap FC=5,0+AP

Ap: Absorbéancia do Padrao At = Absorbancia do Teste
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Exemplo: Ap = 0,194 At=0,166
FC=5,0+0,194 = 26

Ct=FC xAt=26 x 0,166 =4,3 mg/dL

DOSAGEM NA URINA

A. Preparo da Amostra

Homogeneizar a urina de 24 h e medir o seu volume em mL. Separar uma aliquota
de 5 mL e aquecé-la a 56°C por 10 minutos. Filtrar a urina quando a amostra estiver
turva por hematuria e/ou piuria. Acertar o pH da urina para 4 com HCI concentrado.

Efetuar uma diluigdo da urina a 1/10 com agua destilada. Exemplo: 1,0 ml de urina +
9,0 ml de agua destilada. No final, multiplicar o resultado obtido por 10.

B. Dosagem
Seguir as mesmas instrugdes para a dosagem no soro.
C. Calculos

Ct em mg/dL é encontrado multiplicando o valor obtido na dosagem por 10 (diluicdo
1/10).

Ct em mg/24 h é encontrado multiplicando o valor obtido em mg/dL pelo volume de
urinario de 24 horas e dividindo o resultado por 100.

mg/24 horas = (mg/dL x volume urinario em mL) + 100

Exemplo: Volume urinario de 24 h = 1300 mL
Ap =0,194 At = 0,237
FC=Cp+Ap=5,0+0,194 = 26
Ctem mg/dL = FC x At x 10 = 26 x 0,237 x 10 = 61 mg/dL
mg/24 horas = (61 x 1300) + 100 = 794 mg/24 horas

Ct =794 mg/24 horas
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DOSAGEM DOS FOSFOLIPIDES:

A- Extracao

1. Em um tubo de centrifuga pipetar 2,7 mL de alcool isopropilico e adicionar 0,3 mL
de soro gota a gota.

Misturar bem e esperar 5 minutos, na temperatura ambiente.

Centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos.

Pipetar 1,0 mL de sobrenadante limpido, colocar em tubo de ensaio e evaporar
em banho fervente até secagem completa.

Aquecer em chama até haver clareamento total da mistura (5 minutos).

Deixar esfriar, na temperatura ambiente.

S

o o

B- Dosagem
1. Seguir as mesmas instrugdes para a dosagem no soro, omitindo a etapa de
colocac&o da amostra (0,1 mL).

C- Calculos
mg/dL de fosfolipides = (At + Ap) x 125

RESULTADOS

Unidade de Medida
mg/dL

Fator de Conversao de Unidades (mg/dL para Sl)
Sistema Internacional de Unidades: mmol/L de Fésforo = mg/dL de Fésforo x 0,323

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante
e numero de catalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno
Descrever a calibragdo periddica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.
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Citar a utilizagcao de soros controles (nivel normal —cédigo --------- e patologico —
cédigo ------- ) nas analises realizadas juntamente com a frequéncia da utilizagdo dos
mesmos. Descrever o procedimento de verificagdo de novos lotes de controles e
reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagdes de qualidade feitas por
programas de comparagdo entre laboratérios ou outros controles de qualidade:
PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sao arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERENCIA

Soro ou Plasma: Criangas: 3,0 a 7,0 mg/dL
Adultos: 2,5 a 5,0 mg/dL

Urina: 300 a 1000 mg/24 horas.

Fosfolipides (em lecitina): 125 a 250 mg/dL

SIGNIFICADO CLINICO

No organismo, além de seu papel na mineralizagdo éssea, o fésforo na forma de
fosfato, participa de uma variedade de funcbes estruturais e metabolicas. Por
exemplo, os fosfolipides nas membranas celulares, o fosfato de alta energia na
captura e transferéncia de energia, como segundo mensageiro no sistema enddcrino
(AMPc) e como eixo principal para RNA e DNA. Portanto, as anormalidades no
metabolismo do fosforo podem originar inimeros problemas.

Valores Elevados — Hiperfosfatemia: A concentragcdo de foésforo no soro esta
aumentada na insuficiéncia renal (aguda e crbnica), no hipoparatiroidismo,
hipervitaminose D, acromegalia, rabdomidlise, e nas situagdes de lise tumoral aguda
(por exemplo, quimioterapia do linfoma). A hiperfosfatemia pode ocorrer apds a
administracao de laxativos e enemas de retencao contendo fosfato.

Valores Diminuidos — Hipofosfatemia: A concentragao de fosforo esta diminuida
na fase de absor¢do dos carbohidratos(glicose e demais agucares sao fosforilados
ao penetrar nas células).

A hipofosfatemia tipica ocorre no: hiperparatiroidismo, raquitismo (deficiéncia de
Vitamina D), esteatorreia, e em algumas doencas com deficiente reabsorgao tubular
do fosfato (Sindrome de Fanconi).
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A ingestao prolongada de antiacidos contendo hidroxido de aluminio e hidréxido de
magnésio ocasiona uma diminuigdo do fosforo sérico pela precipitagdo de fosfatos
insoluveis no trato gastrointestinal.

A hiperalimentagéo parenteral também diminui os niveis de fosforo sanguineo devido
a movimentagao do fosfato do plasma para os musculos e tecido adiposo.

VALORES CRITICOS

Valor Baixo: < 1,0 mg/dL de Fésforo

Valor Alto: Nenhum

LINEARIDADE E LIMITE DE DETECGAO

Linearidade

A reacao é linear até 9,0 mg/dL (2,9 mmol/L). Para valores maiores diluir a amostra
com agua destilada ou deionizada e repetir a determinag¢ao. Multiplicar o resultado
obtido pelo fator de diluigdo.

Limite de Detecgao
Lp = 0,15 mg/dL
O intervalo de medida é de 0,15 mg/dL até 9,0 mg/dL.

LIMITACOES DO METODO

Os resultados deverdo ser usados em conjunto com informagdes disponiveis da
avaliacgao clinica e outros procedimentos diagnosticos.
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APENDICE F: Gama-glutamiltransferase

GAMA GT - CAT. 361

Tampao: 1 x 48 mL

Substrato: 1 x 12 mL

Método: Cinético-Colorimétrico.

Finalidade: Dosagem da (?-Glutamiltransferase (Gama GT).
Amostra: Soro, Plasma.

Bireagente - Necessita preparar Reagente de Trabalho
Estabilidade do Reagente de Trabalho: 45 dias
Necessita equipamento com cubeta termostatizada.
Tempo de Reacdo: 5 minutos a 37° C.

Linearidade: 230 U/L.

GAMA GT

PRINCIPIO DO TESTE

A gama-glutamiltransferase (gama-GT) catalisa a transferéncia do grupamento
glutamil da L-y-glutamil-3-carboxy-4-nitroanilida para a glicilglicina liberando L-y-
glutamilglicilglicina e 5-amino-2-nitro-benzoato.

A atividade catalitica da enzima é determinada no comprimento de onda de 405 nm.

APLICAGAO CLINICA

A determinacdo da GGT serve para diferenciar colestases mecanica e viral das
induzidas por drogas. Nas duas primeiras, a GGT e ALP estdo igualmente elevadas.
Nas colestases induzidas por drogas os valores da GGT sdo muito mais altos.

Os niveis de GGT encontram-se altos em pacientes que fazem uso prolongado de
drogas que induzem o sistema microssomal hepatico como o fenobarbital, fenitoina,
entre outras.

Valores elevados de GGT em pacientes anictéricos com cancer sdo um seguro
indicador de metastases hepaticas.

A GGT é muito sensivel na selecdo de alcodlatras. No alcoolismo crénico, os niveis
séricos da GGT diminuem com a retirada do alcool e se elevam com a exposi¢cao ao
mesmo. Com base nesta observacao, a dosagem da GGT ¢ utilizada nos centros de
tratamentos de alcodlatras para documentar o sucesso da terapia e identificar os
pacientes que retomaram ao alcoolismo apés a alta.
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AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manha apds jejum de 8 horas, salvo orientagdes médicas.
Amostras utilizadas

Soro, plasma (EDTA).

Estabilidade e armazenamento da amostra

A enzima no soro ou plasma é estavel por 5 dias entre 2-8°C.

Volume ideal utilizado para analise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para analise).

Volume minimo utilizado para analise

(Definir o volume minimo a ser encaminhado para analise).

Critérios para rejeicdo da amostra

Nao usar amostras com sinais de contaminacgao bacteriana.

Evitar amostra com hemodlise.

Plasmas citratados, fluoretados ou oxalatados produzem inibicao da atividade da
GGT.

Fazer referéncia ao manual ou POP de coleta, separacao e distribuicao de

material.

REAGENTE UTILIZADO

GAMA GT CAT. 361 MS 80022230153

GOLD ANALISA DIAGNOSTICA LTDA
CNPJ - 03.142.794/0001-16
Av. Nossa Senhora de Fatima, 2363
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Belo Horizonte — MG — Brasil
Farmacéutico Responsavel: Homero Jackson de Jesus Lopes CRF - MG - 2010

Componentes do kit:
Conservar entre 2-8°C.

1- Tampao - Contém dlicilglicina 150 mmol/L em tampao TRIS 100 mmol/L pH 8,25
e azida sodica 14,6 mmol/L. Toéxico.

2- Substrato - Contém L-gamaglutamil-3-carboxi-4-nitroanilida 20 mmol/L e azida
sédica 14,6 mmol/L. Téxico.

Preparo do Reagente de Trabalho

Misturar 1 mL do Substrato (2) com 4 mL do Tampéao (1) e homogeneizar.
Estavel por 6 semanas entre 2-8°C ou 5 dias na temperatura ambiente.

Estabilidade

Os reativos sao estaveis até o vencimento da data de validade impressa no rétulo do
produto e na caixa quando conservados bem vedados na temperatura
recomendada. Evitar a contaminag&o durante o uso.

CUIDADOS E PRECAUGOES ESPECIAIS;

1-
2-

O kit destina-se somente para uso diagndstico in vitro.

Aplicar os cuidados habituais de segurangca na manipulagdo dos reagentes e
amostra biolégica.

Recomendamos o uso das Boas Praticas em Laboratério Clinico para a
execucao do teste.

De acordo com as instrugbes de biossegurancga, todas as amostras devem ser
manuseadas como materiais potencialmente infectantes.

O Tampéo (1) e o Substrato (2) contém azida so6dica como conservante. Evitar
contato os olhos e mucosas. Nao aspirar ou ingerir. Toxico.

Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resolugdes normativas
locais, estaduais e federais de preservagdo do meio ambiente.

Recomendamos o uso de equipamentos de protegcdo individual (EPI) como
avental, 6culos de seguranca, luvas descartaveis e outros que se fizerem
necessarios para a realizagao do teste.

Nao deve ser utilizada a boca para pipetagem de reagentes, amostra ou qualquer
outra substancia.

Em caso de acidentes tomarem as medidas cabiveis de primeiros socorros.

A observagédo rigorosa da temperatura, do tempo de incubagado, da pipetagem,
da estabilidade dos reagentes e da limpeza da vidraria € de extrema importancia
para se obter resultados exatos e precisos.
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PROCEDIMENTO

Procedimento Técnico Manual

Banho-Maria a 37°C

Espectrofotdbmetro para leituras em 405 nm
Pipetas automaticas

Crondémetro

Procedimento Técnico Automatizado
Citar nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referéncia ao
manual ou POP para utilizagdo do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Citar o equipamento alternativo e os procedimentos para medicdo dos ensaios.
Indicar as possiveis diferencas quando os procedimentos manuais substituirem os
procedimentos automatizados.

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

A- Condicbes de Reacao

Equipamento: Espectrofotdmetro

Leitura: Comprimento de onda 405 nm (400-420 nm).
Temperatura: 25° C, 30° C ou 37° C.

Medida: contra o ar (aumento de absorbancia)

B- Técnica de Analise

1- Deixar o Reagente de Trabalho atingir a temperatura de trabalho (25°C, 30°C ou
37°C) antes da realizagao do teste.
2- Pipetar dentro da cubeta:

Reagente de 1000 pL
Trabalho
Amostra 100 pL

3- Homogeneizar. Ler a absorbancia inicial apés 1 minuto e ao mesmo tempo
acionar o cronémetro.
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4- Ler a absorbancia novamente apos exatamente 1, 2 e 3 minutos.
5- As diferengas entre absorbancias (AA/min) devem ser praticamente iguais,
indicando a linearidade do método.

Procedimento em Analisadores Automaticos
Mencionar o manual ou POP para utilizacdo do equipamento analitico. Anexar o guia
de aplicacéo dos reagentes para o sistema automatico.

CALCULOS:

Ver Linearidade.

Calcular a média das diferengas das absorbancias por minuto (AA/min).

Para calcular a atividade (U/L) de Gama GT multiplicar o AA/min médio pelo fator
1158 quando as leituras forem feitas em 405 nm.

Gama GT (U/L) nas temperaturas de 25°C, 30°C ou 37°C = AA/min x 1158

Calculo do Fator:

Vt = volume total do ensaio = 1,1 mL Va = volume da amostra = 0,10 mL
1000 = conversao de U/mL para U/L d = espessura da cubeta, via da luz (1
cm)

¢ = absortividade milimolar da p-nitroanilina = 9,5

Fator = (Vt x 1000) + (¢ x Va x d) = (1,1 x 1000) + (9,5 x 0,1 x 1) = 1158

Exemplo: Ag = 0,208 A1 =0,222 A, = 0,237 Az =0,252
Ai-Ay=0,014 A>-A;=0,015 Az -A,=0,015
AA/min médio = 0,015

Gama GT(U/L) = AA/min x 11568 = 0,015 x 1158 = 17 U/L.

RESULTADOS
Unidade de Medida: U/L

Fator de Conversao de Unidades (U/L para Sl): uKat/L = U/L de gama GT x
0,0167
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CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante
e numero de catalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibragdo periddica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.

Citar a utilizagado de soros controles (nivel normal —cédigo --------- e patoldgico —
cédigo ------- ) nas analises realizadas juntamente com a frequéncia da utilizagdo dos
mesmos. Descrever o procedimento de verificagdo de novos lotes de controles e
reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo.

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagdes de qualidade feitas por
programas de comparagdo entre laboratérios ou outros controles de qualidade:
PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo.

Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERENCIA (37°C)

Temperatura de 25°C 30°C 37°C
Trabalho

Homens 6 - 28 U/L 8-46 U/L 11-61 U/L
Mulheres 4 - 18 U/L 7 - 29 U/L 9 -39 U/L

SIGNIFICADO CLINICO

A GGT é uma enzima encontrada em concentragdo relativamente alta nos rins,
pancreas, figado e préstata. E um sensivel indicador de doencas inflamatdrias e de
lesdo hepatica, estando significamente elevada nas doengas obstrutivas
hepatobiliares
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A GGT tem maior especificidade que a fosfatase alcalina (ALP) e a TGO (AST) para
avaliar doencga hepatica porque ela n&o se eleva na doenga 6ssea como a ALP e
nem nas doengas do musculo esquelético como a transaminase oxalacética (TGO).
A determinagao da GGT serve para diferenciar colestases mecanica e viral das
induzidas por drogas. Nas duas primeiras, a GGT e ALP estao igualmente elevadas.
Nas colestases induzidas por drogas os valores da GGT s&o muito mais altos.

Os niveis de GGT encontram-se altos em pacientes que fazem uso prolongado de
drogas que induzem o sistema microssomal hepatico como o fenobarbital, fenitoina,
entre outras.

Valores elevados de GGT em pacientes anictéricos com cancer sdo um seguro
indicador de metastases hepaticas.

A GGT é muito sensivel na selegao de alcodlatras. No alcoolismo crénico, os niveis
séricos da GGT diminuem com a retirada do alcool e se elevam com a exposi¢ao ao
mesmo. Com base nesta observacgéo, a dosagem da GGT é utilizada nos centros de
tratamentos de alcodlatras para documentar o sucesso da terapia e identificar os
pacientes que retomaram ao alcoolismo apos a alta.

VALORES CRITICOS

Nao Aplicavel.

LINEARIDADE E LIMITE DE DETECGAO:

Linearidade

A linearidade da reacdo é até 230 U/L ou até um AA/minuto de 0, 200. Quando o
AA/minuto for superior a 0,200 em Hg 405 nm, diluir 0,1 mL da amostra com 0,5 mL
de solugdo de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e repetir a dosagem. Multiplicar o resultado
por 6.

Limite de detecgao
Lp = 3,0 U/L. O intervalo de medida vai de 3,0 U/L até 230 U/L.

LIMITAGOES DO METODO.
Os resultados deverdo ser usados em conjunto com informagdes disponiveis da
avaliacgao clinica e outros procedimentos diagndsticos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Burtis CA, Ashwood ER. Tietz Fundamento de Quimica Clinica, 42 Ed -
Guanabara Koogan SA; 1998.

2. Inmetro - Boas Praticas de Laborat6rio Clinico e Listas de Verificagao para
Avaliagao, Qualimark Editora, Rio de Janeiro, 1997.



157
3. IFCC Methods for the Measurement of Catalytic Concentration of Enzymes-Part 4.
IFCC Method for g -Glutamyltransferase. J Clin Chem Clin Biochem 1983;21:633-45.

4. Internacional Federation of Clinical Chemistry, Expert Panel on Enzymes. Clin
Chim Acta 1983, 135:315F.

5. Szasz, G.: Clin Chem 1969;15:124.

6. Szasz. G. METH. d. enz. Analyse. H. U. Bergmeryer, Verlag Chemie, Weinheim.
3rd ed. 757-762 (1974).

7.GAMA GT, Instrugdes de Uso, Gold Analisa Diagndstica.
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APENDICE G: Magnésio

MAGNESIO-PP

CAT. 450M: Padréo: 1 x 5 mL

Reagente de Cor: 1 x 50 mL

CAT. 450: Padréo: 1 x5 mL

Reagente de Cor: 2 x 50 mL

CAT. 450E: Padréo: 1 x 5 mL

Reagente de Cor: 4 x 50 mL

Método: Colorimétrico-Calmagita.

Finalidade: Dosagem do Magnésio.

Amostra: Soro, Plasma.

Monoreagente - Liquido Pronto para Uso.

Estabilidade do Reagente: Até a data de validade do kit.
Tempo de Reacgao: 2 minutos a temperatura ambiente.
Linearidade: 4,0 mg/dL.

MAGNESIO-PP

PRINCIiPIO DO TESTE

Em pH alcalino, o magnésio reage com a calmagita formando um complexo colorido,
cuja absorbancia medida em 520 nm, é proporcional a concentracédo de magnésio

na amostra analisada.
A presenca de EGTA (acido tetracético etilenoglicol) no reagente evita a interferéncia

do calcio.

APLICAGAO CLINICA

A dosagem do Magnésio no sangue é empregada para avaliar doencas
neuromusculares, tremores (alcoolismo), tetania e convulsdes. E muito empregada
também em neonatologia, estados de mal nutricdo e mal absorgao intestinal.
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AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manha apds jejum de 8 horas, salvo orientagdes médicas.

Amostras utilizadas
Soro, plasma (heparinizado) ou urina de 24 horas.

O liquor deve ser centrifugado.

Estabilidade e armazenamento da amostra

O analito é estavel por 10 dias entre 2-8°C.

Volume ideal utilizado para analise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para analise).

Volume minimo utilizado para analise

(Definir o volume minimo a ser encaminhado para analise).

Critérios para rejeicao da amostra
N4&o utilizar amostras hemolisadas.
Plasmas citratados, oxalatados, fluoretados ou com EDTA, interferem no resultado,

fornecendo resultados falsamente diminuidos.

Fazer referéncia ao manual ou POP de coleta, separacao e distribuicao de

material.

REAGENTE UTILIZADO

MAGNESIO-PP CAT. 450 MS 80022230082

GOLD ANALISA DIAGNOSTICA LTDA
CNPJ — 03.142.794/0001-16
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Av. Nossa Senhora de Fatima, 2363
Belo Horizonte — MG — Brasil

Farmacéutico Responsavel: Homero Jackson de Jesus Lopes CRF - MG - 2010

Componentes do kit:
Conservar entre 2-8°C

1- Padrao — Contém magnésio 2 mg/dL.

2- Reagente de Cor - Contém calmagita 80 mmol/L, EGTA (acido tetracético
etilenoglicol) 60 mmol/L e dietilamina 200 mmol/L.

Cuidados e Precaugodes Especiais:

1-
2-

O kit destina-se somente para uso diagnadstico in vitro.

Aplicar os cuidados habituais de seguranga na manipulagado dos reagentes e
amostra biolégica. Fazer referéncia ao manual ou POP de segurancga.

Os reagentes utilizados em condi¢cbes técnicas adequadas e armazenados nas
condigdes especificadas sao estaveis até a validade citada na embalagem.

O reagente uma vez usado contém soro, plasma ou urina, eventualmente
infectado, e deve ser tratado como material potencialmente infeccioso. Fazer o
descarte em lugar apropriado.

O Reagente de Cor é téxico. Nunca pipetar com a boca. Em caso de vazamento
acidental, lavar o local com bastante agua corrente.

Recomenda-se o uso de luvas descartaveis durante o manuseio das substancias.
Em caso de contato com os olhos ou pele, lavar abundantemente com agua
corrente. Em caso de ingestado, procurar atendimento médico.

EQUIPAMENTOS

Procedimento Técnico Manual

Espectrofotdbmetro ou fotbmetro para leituras em 520 nm.
Pipetas automaticas.

Crondmetro.

Temperatura: ambiente (15-30°C).

Procedimento Técnico Automatizado
Citar nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referéncia ao
manual ou POP para utilizagdo do mesmo.
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Procedimento Técnico Alternativo

Citar o equipamento alternativo e os procedimentos para medi¢do dos ensaios.
Indicar as possiveis diferengcas quando os procedimentos manuais substituirem os
procedimentos automatizados.

PROCEDIMENTO

Observacgoes:

O material usado no procedimento deve estar completamente isento de magnésio. E
aconselhavel utilizar material descartavel ou lavado com &cido nitrico a 50 % (v/v) ou
acido cloridrico 50% (V/V). Na lavagem do material, utilizar bastante corrente e
enxaguar com agua deionizada ou destilada, para evitar a obtencao de resultados
incorretos devido a contaminagao com tragos de magnésio.

Para dosagem na urina, homogeneizar a amostra, separar 5,0 ml, acertar o pH entre
3 e 4 utilizando HCL concentrado e aquecer a 56° C 15 minutos. Diluir a urina 1:5
(1,0 ml de urina + 4,0 ml de agua destilada ou deionizada). Multiplicar o resultado
obtido por 5.

Procedimento Manual:
Deixar os reagentes atingirem a temperatura ambiente antes da realizagao do teste.

1- Identificar 3 tubos de ensaio com "Branco", "Teste" e "Padrao" e pipetar:

Tubos Branco Teste Padrao

Amostra — 10 uL —

Padréo — — 10 pL

geagente de 1000uL 1000uL 1000uL
or

1- Agitar bem e deixar durante 2 minutos a temperatura ambiente.

2- Ler a absorbancia (A) do Padrao (Ap) e do Teste (At), zerando o aparelho com o
Branco em 520 nm.

3- A cor é estavel durante 1 hora.

Procedimento em Analisadores Automaticos:

Mencionar o manual ou POP para utilizacdo do equipamento analitico. Anexar o guia
de aplicacéo dos reagentes para o sistema automatico.
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CALCULOS

Ver Linearidade.

Como a metodologia obedece a lei de Lambert-Beer, a concentragdo do teste pode
também ser calculada através do Fator de Calibracéo (FC).

Concentragcao do Padrao = Cp Concentracao do Teste = Ct
Absorbancia do Padréao = Ap Absorbancia do Teste = At
Ct (mg/dL) = A1 P

Ap

Exemplo: Cp = 2,0 mg/dL Ap = 0,252 At =0,276

Op _ 20 g,

Fc = =
Ap 0,252

Ct=FC x At=7,94 x 0,276 = 2,2 mg/dL

Dosagem na Urina (mg/24 horas):

mg/24 horas = Magnésio (mg/dL) x Volume Urindrio de 24 h em mL
100

RESULTADOS

Unidade de Medida:
mg/dL

Fator de Conversao de Unidades (mg/dL para Sl):
mg/dL de Magnésio x 0,41 = mmol/L de Magnésio.
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CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais:

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante
e numero de catalogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno:

Descrever a calibragdo periddica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de
temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos Kits.

Citar a utilizagado de soros controles (nivel normal —cédigo --------- e patoldgico —
cédigo ------- ) nas analises realizadas juntamente com a frequéncia da utilizagdo dos
mesmos. Descrever o procedimento de verificagdo de novos lotes de controles e
reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo:

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagdes de qualidade feitas por
programas de comparagdo entre laboratérios ou outros controles de qualidade:
PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo:
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERENCIA:

e Soro ou plasma: 1,8 a 2,1 mg/dL = 0,74 a 0,87 mmol/L.
e Liquor: 2,5a 3,5 mg/dL
e Urina: 48 a 152 mg/24 horas (variavel com a alimentacgao).

SIGNIFICADO CLINICO:

A determinacdo do magnésio tem grande importancia clinica principalmente na area
da neonatologia, onde os disturbios metabdlicos deste ion (hipomagnesemia) sdo os
responsaveis por sinais e sintomas clinicos, freqientemente atribuidos ao calcio
(hipocalcemia).

Valores diminuidos do magnésio sérico ocorrem em varias condigdes clinicas:
estado de mal nutricdo como Kwashiorkor, alcoolismo (principalmente no “delirium
tremens”), estado de mal absor¢do (esteatorréia), pancreatite aguda,
hipoparatireoidismo, hipertireoidismo e hiperaldosteronismo.
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Na acidose diabética, o magnésio sérico modifica-se paralelamente ao potassio,
antes e apos insulinoterapia e hidratacao.

Elevagédo do magnésio é encontrada na uremia e no nanismo hipofisario tratado com
horménio do crescimento.

VALORES CRITICOS:

Soro: >4,6 mg/dL
< 1,2 mg/dL
Incluir o procedimento a ser adotado diante de um resultado critico.

LINEARIDADE E LIMITE DE DETECGAO:

Linearidade:

A reacao é linear até 4,0 mg/dL (1,64 mmol/L). Para valores maiores diluir a amostra
com agua destilada ou deionizada e realizar a determinagao. Multiplicar o resultado
obtido pelo fator de diluicdo empregado.

Limite de deteccgao:

O Limite de deteccédo do kit foi verificado no comprimento de onda de 520 nm, sendo
que a alteragao minima detectavel foi de 0,02 mg/dL. O intervalo de medida vai de
0,02 mg/dL até 4,00 mg/dL.

LIMITAGOES DO METODO:

Os resultados deverdo ser usados em conjunto com informag¢des disponiveis da
avaliagao clinica e outros procedimentos diagndsticos.

Interferéncias:

Plasmas citratados, oxalatados, fluoretados ou com EDTA, interferem no resultado,
fornecendo resultados falsamente diminuidos.

Nao utilizar amostras hemolisadas.

O liquor deve ser centrifugado.
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ANEXOS
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ANEXO A- Tradug¢ao da bula da B-endorfina

Beta Endorfina (nome do uso). A p-endorfina HOPE MICROWELL ELISA.

Catalogo N° OP-501 é de uso na medicao quantitativa de p-endorfina.

PRINCIPIOS DO TESTE

A B-endorfina da HOPE MICROWELL ELISA é um competitivo agrupado reagente
ELISA. Os microwells sdo cobertos com um segundo anticorpo cabra /coelho IgG. Uma
certa quantia de anti B-endorfina de coelho (Solugdo Anticorpos) € acrescentado para
incubar com o padrédo ou espécies. Entdo uma (B-Endorfina - HRP enzima conjugada é
acrescentada para competir com a B-endorfina na solugdo para prender a sitios
limitados de ligagado no primario anti B-Endorfina anticorpos de coelho na fase solida.
Depois de lavar, com substrato (solugdgo A) e chromogen (solugdo B) sao
acrescentados para desenvolver uma cor. A reagdo da enzima € suspensa com a
adicdo de acido. A intensidade da cor que € proporcional a enzima conjugada é
inversamente proporcional a concentracido de B-endorfina em espécies e parametros. A
concentragdo da B-endorfina de modelo corre constantemente com parametros pode
ser determinado a partir da curva standard.

MATERIAIS FORNECIDOS

e Tiras Microwell: microwels revestidos com IgG de cabra e anti-coelho (12
tiras x 8 wells)

e Solugdo A: Substrato de Enzima, H202, 1 frasco (7 ml)

e Solugao B: Cromogénio, Tetrametilbenzidine, 1 frasco (7ml)

e Solugao de reserva de enzima conjugado (50x): conjugado com [3-
endorfina. 1 frasco (150 ml)

e Solugéo Anticorpos: Anti-B-endorfina de coelho anticorpo 1 frasco (7 ml)

e Suprimento de Solugao basica: -endorfina 16 ng/ml 1 frasco (2 ml)

¢ Amostra de diluente: 0.02 tampao de fosfato pH 7.6 contém 0.15 M NaCl,
0.01 m EDTA, 0.5% BSA, e 0.02% Triton X-100. 1 frasco (12 ml)

e Concentrado de limpeza (10x): 1 frasco (50 ml)

e Diluente Conjugado: 1 frasco (7 ml)

e Solucgao paralisante: 2N HCI 1 frasco (12 ml)

ARMAZENAGEM E ESTABILIDADE

e Guarde o Kit a uma temperatura entre 2 a 8° C.
¢ Mantenha os microwells selados em um ambiente seco com dessecantes.
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Os reagentes sao estaveis até a expiragao do kit.
N&o exponha os reagentes de teste ao calor, sol ou luz forte durante o
armazenamento ou durante o uso.

PREPARACAO PARA O ENSAIO

Traga todos os reagentes e espécies para a sala com temperatura de 20 a 25°C
e gire vagarosamente para obter uma mistura completa.

Preparacado do tampéao de limpeza: Dilua o concentrado de limpeza (10x) com
agua deionizada para um volume final de 500 ml.

Preparacao do conjunto standard: Dilua suprimento basico 16 ng/ml para uma
série de concentragdes desejaveis de B-endorfina com diluente da amostra.
Preparacdo da Solugdo de trabalho conjugado: Dilua 20 ml de Solugdo de
reserva conjugada em 1 ml de diluente conjugado. Isto é suficiente para duas
tiras de wells.

PROCEDENDO AO ENSAIO

Coloque o numero desejado de wells cobertos no recipiente.

Coloque 25 ml de standards ou espécies em cada well.

Acrescente 50 ml de solugao anticorpos em cada well e misture levemente de 5
a 10 vezes para garantir uma completa mistura. Continue a incubar por 30
minutos a temperatura ambiente.

NAO LAVE entre o passo 3 e 0 passo 4.

Acrescente 50 ml de B-endorfina HRP enzima conjugada a cada well, misture
levemente de 5 a 10 vezes continue a incubar por 60 minutos a temperatura
ambiente.

Lave cada well 5 vezes com a solucdo de limpeza 1x. Certifique-se de que
nenhuma goticula de agua permanece dentro de cada well.

Despeje 50 ml da solugado A e 50 ml da solugado B em cada well e deixe incubar
por 30 minutos.

Pare a reagao com 100 ml de Solugao paralisante. <forte>

Leia O. D. a 450 nm com um leitor microwell.

E importante lavar os microwells completamente e remover as Ultimas goticulas
com tampao diluente para alcangar os melhores resultados.

A absorcdo é uma funcdo de tempo e temperatura das incubacdes. E
recomendado ter todos os reagentes e amostras utilizados e todos os wells
necessarios indicados e guardados no recipiente, isto vai garantir igualdade de
tempo para cada uso da pipeta sem interrupcgao.
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CALCULO DOS RESULTADOS

e Construa uma curva delineando OD 450 nm sobre eixo-y contra a concentragao
standard de B-endorfina ng/ml no eixo-y. Trace uma linha curva regular através
dos pontos rejeitando principalmente os pontos aberrantes.

e Use os valores de absorvéncia obtidos por espécime para interpolar suas

concentracdes de B-endorfina da resultante curva standard.
¢ Um exemplo de uma operacéo tipica:

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

e Extensdo dindmica da sensibilidade: 0.20 — 20 ng/ml.
e Especificidade durante a reagao baseada em teste de radio imunizagao.
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ANEXO B - Tabelas de Ca, P e Mg.

Tabela 1. Concentragéo sérica em mg/dL de calcio, média e desvio padrdo, em
vacas leiteiras na fase de periparto, gestantes, grupo (G1) e de vacas
leiteiras ndo-gestantes, grupo (G2).

Ca- Vacas G1 — mg/dL Vacas G2 -
mg/dL mg/dL (controle)
Periodos pggpii;o ! giaart‘:)ré- ?)i:rg: péz-g;ano pg:::aiito 1" colheita colﬁoeita
009 10,29 10,93 3,52 9,28 10,52 10,59 10,14
062 10,32 10,23 8,07 8,81 9,03 9,99 9,80
083 9,20 9,26 5,01 8,22 8,05 9,25 9,82
106 8,75 9,73 8,16 8,45 7,75 9,53 9,68
117 9,80 10,34 7,87 8,68 8,67 9,66 8,68
126 10,56 9,45 7,54 8,97 8,81 8,98 8,42
129 9,11 9,86 8,42 9,54 9,44 9,10 8,65
172 8,47 8,56 8,01 8,64 8,43 9,74 8,75
191 9,79 8,72 5,84 7,80 10,03 9,20 8,91
192 9,90 9,48 5,50 6,69 9,4 10,52 11,90

Valores de referencia Ca: 8,5 - 10, 5 mg/dL.
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Tabela 2. Concentracédo sérica em mg/dL de fésforo, média e desvio padrdo, em
vacas leiteiras na fase de periparto, gestantes grupo (G1) e de vacas
leiteiras ndo-gestantes do grupo (G2).

P- Vacas — mg/dL -G1 Vacas G2 — mg/dL
mg/dL (controle)
] -14 (’jla -7 dlla 0 dia do +7’d|a +14’ dia 1o 20
Periodos pré- pré- arto pos- pos- . .
009 7,50 7,60 2,70 6,90 7,00 9,00 9,80
062 10,40 6,70 5,90 5,10 7,80 9,00 9,30
083 6,10 6,40 3,10 9,40 7,00 12,20 11,60
106 7,50 6,60 9,30 5,90 11,90 10,00 11,60
117 10,50 7,20 7,50 9,40 9,00 9,50 12,10
126 10,00 7,20 4,90 6,40 8,40 12,20 10,70
129 7,90 9,40 5,70 7,90 8,00 11,00 9,00
I;'g 8,20 7,90 6,70 10,70 | 10,40 8,90 9,00
191 8,90 5,80 4,90 6,50 7,10 10,70 12,60
192 6,80 10,20 10,80 10,50 12,10 11,20 10,00

Valores de referencia P: 5,65 — 6,65 mg/dL.
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Tabela 3. Concentracao sérica em mg/dL de magnésio, média e desvio padrao, em
vacas leiteiras no periparto, gestantes grupo (G1) e de vacas leiteiras néo-
gestantes (G2).

Mg/:"- Vacas G1 x:ao%at:oclaez)
Periodo -1:rg-ia 7 dia 0 dia do +|:->,6(:-a +"I;:3:_ia 1 _ 2 .
parto pre-parto | parto parto parto | colheita | colheita

009 2,26 2,38 3,41 2,49 3,55 2,32 2,52
062 2,06 213 2,09 2,29 2,31 2,55 2,22
083 2,53 3,49 3,38 2,49 2,78 2,04 2,11
106 2,50 3,20 2,28 2,06 2,57 2,55 2,48
117 5,73 2,88 3,17 2,80 3,00 2,22 2,29
126 2,61 3,43 3,98 3,14 3,58 2,26 2,22
129 3,15 2,71 2,65 3,02 3,23 2,46 2,45
172 2,62 2,26 2,51 2,33 2,24 2,12 2,19
191 2,64 2,72 3,35 2,37 2,21 2,49 2,18
192 2,26 2,98 2,80 3,05 2,33 1,78 2,09

Valores de referencia: 1,8 — 2,4 mg/dL.
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ANEXO C - Tabelas de FA, GGT e AST.

Tabela 1. Concentragéo sérica em U/L da (FA) em vacas leiteiras gestantes na fase
de periparto (G1) e de vacas leiteiras ndo-gestantes (G2).

Testemu.1° | Testemu.2°

FA -14 -7 0 +7 +14 amostra amostra
U/L G1 G1 G1 G1 G1 G2 G2
009 83.00 45.43 34.58 83.63 | 110.00 401,64 174,49
062 225.08 | 195.65 | 28.91 25.81 71.75 282,90 217,34
083 39.75 34.07 51.10 87.24 16.52 256.57 209,08
106 83.00 22.71 73.30 63.80 | 120.28 235,41 230,24
117 29.00 73.82 75.88 | 310.26 | 36.00 275,16 143.00
126 66.08 38.00 | 186.00 | 62.98 88.00 172,42 200.30
129 101.00 | 71.24 95.50 32.52 65.04 129,06 217,85
172 498.18 | 460.49 | 393.89 | 337.62 | 426.42 109,44 212,17
191 212.69 | 75.37 | 168.81 | 25.29 73.30 66.08 168.81
192 85.18 | 191.52 | 146.09 | 87.76 92.40 24,26 34,00

Valores de referencia da FA: 37 — 196 U/L.
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Tabela 2. Concentracdo sérica em U/L de gama-glutamiltransferase (GGT) em
vacas leiteiras gestantes na fase de periparto grupo (G1) e de vacas
leiteiras ndo-gestantes grupo (G2).

Testemu.1° | Testemu.2°

GGT -14 -7 0 +7 +14 amostra amostra
U/L G1 G1 G1 G1 G1 G2 G2
009 68,79 35,63 | 191,54 | 23,26 | 80,18 47,02 40,09
062 447,44 | 62,36 | 29,69 | 189,56 | 48,01 41,08 64,83
083 28,21 19,79 | 16,82 | 68,00 | 24,74 62,85 83,15
106 18,31 221,24 | 145,02 | 28,21 | 30,19 31,18 378,14
117 92,06 | 136,11 | 17,32 | 27,22 | 406,00 16,33 9,99
126 106,41 | 153,43 | 18,31 | 42,07 | 81,66 28,70 13,36
129 36,13 | 170,76 | 16,33 | 226,69 | 103,00 184,12 222,23
172 14,35 69,29 | 47,02 | 53,45 | 28,21 203,92 96,51
191 3514 | 108,39 | 44,05 | 10,39 | 408,83 291,03 33,65
192 36,13 12,86 | 53,95 | 25,24 | 75,23 59,88 46,00

Valores de referenciada GGT: 11 — 31 U/L.
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Tabela 3. Concentragao sérica em U/L da (AST), em vacas leiteiras gestantes na
fase de periparto (G1) e de vacas leiteiras ndo-gestantes (G2).

Testemu.1° | Testemu.2°

AST -14 -7 0 +7 +14 amostra amostra
U/L G1 G1 G1 G1 G1 G2 G2
009 101,35 | 90,23 | 81,58 | 138,44 | 138,85 117,01 100,53
062 89,41 | 103,83 | 91,47 | 128,14 | 104,24 86,91 115,36
083 163,98 | 96,41 | 44,49 | 268,23 | 84,46 91,05 123,19
106 92,29 | 49,44 | 99,71 | 117,84 | 100,53 149,56 65,10
117 74,16 | 32,13 | 3543 | 5,35 35,02 91,47 67,98
126 3,29 | 138,44 | 65,92 | 250,10 | 227,85 145,85 68,80
129 49,03 | 122,78 | 36,67 | 86,93 | 154,09 111,66 140,50
172 92,70 | 164,81 | 107,53 | 82,40 | 154,92 117,01 73,34
191 68,80 | 28,43 | 184,17 | 130,61 | 131,43 116,60 103,41
192 63,04 | 23,48 | 104,24 | 133,90 | 398,43 64,68 148,00

Valores de referencia da AST: 39 — 150 U/L.
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ANEXO D - Tabela da B-ENDORFINA.

Tabela 1. Concentragdo sérica da (3-endorfina (mg/dL) média, em vacas leiteiras na
fase de periparto (G1)vacas gestantes e de vacas leiteiras ndo gestantes

(G2).
Endﬁ;'fina Vacas &1 ziic:ﬁfo?ez)
Periodos -1:rg.la -;rdél.a 0 dia do +;()(:.a +::’):-|a T ] 2 ]
parto parto parto parto parto colheita | colheita

009 203,60 | 330,00 | 595,20 | 658,40 | 435,20 | 290,4 396,4
062 323,60 | 144,80 | 426,00 | 208,00 | 234,80 | 338,0 366,8
083 179,20 | 403,20 | 210,40 | 183,20 | 369,20 | 361,6 376,4
106 392,80 | 401,60 | 449,20 | 426,40 | 470,40 | 307,6 360,0
117 216,00 | 351,20 | 378,40 | 390,00 | 352,80 | 292,8 271,6
126 335,60 | 272,40 | 361,20 | 270,80 | 257,20 | 386,0 280,8
129 271,20 | 353,20 | 265,60 | 256,40 | 280,00 | 328,8 251,6
172 467,20 | 420,80 | 165,60 | 408,00 | 395,60 | 305,2 280,8
191 459,20 | 354,80 | 384,80 | 403,60 | 317,60 | 326,44 280,4
192 259,20 | 368,40 | 216,00 | 292,80 | 228,80 | 264,0 256,4

Valor referencia do grupo G2: 312,12 — 320,08 mg/dL.
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