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Grau de infiltracéo lipidica no figado em relacdo a indicadores sanguineos de

funcionalidade hepética e variacéo da condicédo corporal em vacas leiteiras

Autor: Chester Patrique Batista

Orientador: Félix Hilario Diaz Gonzalez

Resumo

A baixa funcionalidade hepéatica tem se apresentado de forma incisiva nos
rebanhos leiteiros, causando severas perdas diretas e indiretas ao desempenho dos
animais. Geralmente afeta os animais no periodo final da gestacdo e o inicio da
lactacdo, as quais sdo fases de intensa demanda energética em que geralmente as
demandas ndo acompanham o consumo alimentar. Os principais problemas
relacionados com ela sdo a baixa producdo de leite, menor eficiéncia reprodutiva,
aumento da incidéncia de outras doencas e descarte involuntario. Durante o periodo de
transicdo, a diminuicdo no consumo de matéria seca e 0 aumento da demanda
energética, promovem uma lipomobilizagcdo que incrementa as concentragBes séricas
dos é&cidos graxos ndo esterificados (NEFA) e do beta-hidroxibutirato (BHB). O
aumento destes parametros indica um maior grau de balanco energético negativo, que
pode levar um actimulo de triglicerideos e lipideos totais no figado originando a
lipidose hepética. O presente estudo teve como objetivos: (1) Associar os metabdlitos
com o grau de infiltracdo lipidica e com a perda de condicdo corporal avaliada de forma
objetiva (camera de escore) e subjetiva (escala visual de Ferguson), bem como
comparar o grau de concordancia dos dois métodos de avaliacdo; (2) Correlacionar o
grau de infiltracdo lipidica com o indice de funcdo hepatica (IFH); (3) Comparar 0s
valores dos indicadores bioquimicos com o grau de infiltracdo lipidica no pré e pos-
parto. Para tanto foram realizados dois estudos. No primeiro estudo, foram utilizadas 51
vacas leiteiras multiparas da raca Holandesa, avaliadas durante os primeiros 28 dias de
lactacdo. Foi determinado o grau de infiltracdo lipidica mediante histopatologia
hepética. Simultaneamente foram realizadas amostragens de sangue para avaliagdo dos
indicadores de lesdo e funcdo hepéatica (AST, GGT, FA, albumina, bilirrubina,
colesterol) e a avaliacdo do escore de condicdo corporal. Diferentemente do esperado,
as vacas de ambos os grupos de coleta ndo apresentaram grau de infiltragdo lipidica

consideravel, e somente alguns animais apresentaram grau leve de infiltracdo. A perda



de condicdo corporal foi de 0,19 pontos para 0 método subjetivo e 0,17 pontos para o
método objetivo entre o 3° e 0 28° dia po6s-parto. As concentracbes de BHB, NEFA,
GGT, AST, FA, e bilirrubina sofreram diminuicéo entre os dois periodos. No entanto,
houve aumento dos valores de albumina e colesterol no mesmo periodo. Independente
do grupo, todas as vacas apresentaram hipocolesterolemia no pds-parto imediato.
Houve uma correlacdo positiva e significativa entre os métodos subjetivo e objetivo de
avaliacdo do ECC. Comparacdo nos metabolitos de vacas com e sem lipidose (total) o
unico metabdlito alterado foi o colesterol das vacas com lipidose hepatica, os demais
estavam dentro dos intervalos de referéncia. As vacas com lipidose hepatica no pos-
parto apresentaram indice de funcdo hepéatica menor (-3,46), comparado com vacas sem
lipidose (-1,02), podendo o IFH ser usado como teste indicativo de lipidose hepatica.
No segundo estudo foram utilizadas 54 vacas leiteiras multiparas da raga Holandesa,
divididas em dois grupos (pré e pos-parto). Foi determinado a infiltracdo lipidica
mediante a técnica de extracdo quimica de lipideos hepaticos. Simultaneamente foram
realizadas amostragens de sangue para avaliacdo dos indicadores bioquimicos.
Ocorréncia de lipidose sevara encontrada no estudo foi de 20% das vacas no pré e pos-
parto. Foram encontradas correlacdes positivas entre os dias ao leite (DIM) e aspartato
aminotranferase (AST), entre colesterol e triglicerideos plasmaticos (TRp), entre
triglicerideos hepaticos (TG) e AST, entre NEFA e AST, e entre creatina quinase (CK)
e AST, e correlagdes negativas entre TRp e DIM, assim como entre TG e TRp. Conclui-
se que a incidéncia da lipidose hepatica leve atinge as vacas leiteiras alterando o perfil
bioquimico de forma discreta, tendo o controle do ECC das vacas um dos fatores chave

para minimizar esta patologia e suas consequéncias.

Palavras chave: Biopsia hepética, balango energético negativo, infiltracdo lipidica,

periodo de transigao.



Degree of liver lipid infiltration relative to blood indicators of liver function and

variation of body condition score in dairy cows

Author: Chester Patrique Batista

Advisor: Félix Hilario Diaz Gonzalez

ABSTRACT

Impaired liver function is frequently observed in dairy herds, and directly and indirectly
account for performance losses. It usually affects cows at the end of gestation and
beginning of lactation. The high energy requirements of cows during this transition
stage are often not met due to their low feed intake, resulting in low milk yield, poor
reproductive efficiency, increased incidence of diseases, and involuntary culling. In
order to cope with this energy deficit, body fat is mobilized, increasing serum levels of
non-esterified fatty acids (NEFA) and beta-hydroxybutyrate (BHB). Increased NEFA
and BHB levels indicate negative energy balance, which may result in the accumulation
of triglycerides (TG) and total lipids in the liver leading to hepatic lipidosis. The
objectives of the present study were: (1) to establish a possible association of blood
metabolites with the degree of liver lipid infiltration and body condition score (BCS),
evaluated both objectively (score camera) and subjective (Ferguson visual scale), as
well as to compare the degree of agreement between these two BCS evaluation
methods; (2) to correlate the degree of lipid infiltration with liver function index (LFI);
(3) to compare biochemical indicator values with the degree of lipid infiltration during
the pre- and postpartum periods. Two studies were carried out. In the first study, 51
Holstein multiparous dairy cows were evaluated during the first 28 days of lactation.
Liver lipid infiltration degree was determined by histopathology. At the time of liver
biopsy, blood samples were collected to evaluate liver lesion and function indicators
(AST, GGT, AF, albumin, bilirubin, cholesterol) and BCS was evaluated.
Unexpectedly, no significant liver lipid infiltration degree differences were detected
between cows pre- or postpartum; only a few animals presented a slight degree of
infiltration. Body condition losses of 0.19 and 0.17 points between 3 and 28 days
postpartum were determined using the objective and subjective methods, respectively.
Blood BHB, NEFA, GGT, AST, FA, and bilirubin levels were reduced between both

periods, while albumin and cholesterol levels increased. Independently of the group, all



cows presented hypocholesterolemia in the immediate postpartum period. There was a
positive and significant correlation between the subjective and objective BCS
evaluation methods. All evaluated metabolites of cows with and without lipidosis were
within the reference intervals, except for the blood cholesterol of cows with hepatic
lipidosis. Cows with hepatic lipidosis during postpartum period presented lower liver
function index (-3.46) compared with those without lipidosis (-1.02), suggesting that
this index may be used as an indicator of hepatic lipidosis. In the second study, 54
multiparous Holstein dairy cows were divided into two groups (prepartum and
postpartum). Liver lipid infiltration was determined by the chemical extraction of liver
lipids. Blood samples were collected at the time of liver biopsy to evaluate the
biochemical indicators. The overall incidence of severe liver lipidosis was 20%.
Positive correlations between days in milk (DIM) and aspartate aminotransferase
activity (AST), between plasma cholesterol and plasma triglyceride (TGp) levels,
between liver triglyceride (TGI) levels and AST, between NEFA and AST, and between
creatine kinase (CK) and AST activities were determined, whereas negative correlations
between TGp and DIM, and between TGI and TGp were detected. It is concluded that
mild hepatic lipidosis in dairy cows promotes moderate changes in their biochemical
profile, and the control of BCS is one of the key factors to minimize this disorder and

its consequences.

Keywords: liver biopsy, negative energy balance, fat infiltration, transition period.
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1. INTRODUCAO

O consumo de leite e seus derivados tem acompanhado o homem desde o0s
primdrdios das civilizagdes conhecidas. Por volta de 10.000 anos atras surgiram oS
primeiros homens com genes que codificaram para lactose, tendo assim capacidade de
digestdo deste importante acucar que comp@e o leite (MISRA & GANDA, 2007). A
partir de entdo esta importante fonte de nutrientes vem acompanhando o
desenvolvimento da sociedade humana.

De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO, 2019), a demanda
por proteina de origem animal ird crescer 70% até 2050. Sendo assim, o leite aparece
como uma fonte para complementar a demanda do mundo, ndo sé por proteina, mas
também por minerais, vitaminas e energia.

Ainda segundo a FAO, apesar de o Brasil ter o segundo maior rebanho
comercial de bovinos leiteiros do mundo, isso ndo se converte em maior produgéo, nem
produtividade, pois ele s6 aparece como quinto maior produtor de leite total com 33,5
milhdes de toneladas, e com produtividade média muito ruim, ficando na casa dos 1.963
litros/vaca/ano. Ao que indicam estes dados, as vacas leiteiras brasileiras tém uma
producdo de base extensiva, com baixo aprimoramento genético na média das
propriedades rurais. De acordo com Vilela (2015), com os investimentos que vém sendo
realizados no setor, o Brasil seguird aumentando a producdo de leite, e em 2025
produzira algo em torno de 47,5 milhGes de toneladas de leite ao ano.

Segundo o IBGE (2017), o maior estado produtor de leite no Brasil € Minas
Gerais com 8.971.000 de litros de leite, seqguido pelo Rio Grande do Sul com 4.552.000
litros e do Parana com 4.438.000 litros. Estes trés estados juntos respondem por mais da
metade da producdo brasileira de lacteos. Os estados da regido Sul tém grandes
potencialidades capazes de assumir o protagonismo da producdo lactea do Brasil no
futuro. Na regido Noroeste do Rio Grande do Sul, a atividade leiteira estd se
intensificando nos Gltimos anos e ja responde por mais da metade da producdo leiteira
do estado. Este crescimento se deve a alguns fatores, como solos férteis, boa producéo
de gréos e forrageiras e mao de obra especializada na atividade. No entanto, com o

aumento da produtividade e, por consequéncia, da producdo desta regido, houve
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algumas consequéncias, como o0 aumento da demanda energética por parte dos animais,
e por consequente 0 aumento dos problemas metabolicos. De acordo com Gonzélez &
Silva (2017), a principal forma que o organismo tem para equilibrar o déficit energético
dos bovinos leiteiros é através do aumento da oxidacdo dos lipideos de reserva, mas se
este processo ndo ocorrer de forma equilibrada pode trazer algumas consequéncias,
como a cetose e a esteatose hepatica. Nos Estados Unidos, a esteatose hepatica € um
transtorno metabolico que causa grande dispéndio econémico direto e indireto na
industria leiteira (MCART, 2012).

Neste contexto global e regional, o presente trabalho vem a contribuir com mais
informacdes clinicas, metabdlicas e epidemioldgicas desta importante patologia, que
acomete os rebanhos leiteiros no mundo todo, causando severas perdas a pecudria
leiteira. O presente estudo aborda aspectos metabolicos da esteatose hepatica e suas
correlacdes metabolicas, bem como suas variacdes em funcdo do escore de condicdo
corporal (ECC).

16



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos geral
Estudar a relacdo entre a infiltracdo lipidica no figado com os indicadores metabolicos

sanguineos de leséo e funcdo hepatica, bem como com a condicao corporal.

2.2 Objetivos especificos

1. Associar os metabdlitos com o grau de infiltracdo lipidica e com a perda de
condig&o corporal avaliada de forma objetiva (camera de escore) e subjetiva (escala
visual de Ferguson), bem como comparar o grau de concordancia dos dois métodos

de avaliacdo.
2. Correlacionar o grau de infiltragdo lipidica com o indice de fung&o hepatica (IFH).

3. Comparar os valores dos indicadores bioquimicos com o grau de infiltraco lipidica

no pré e pds-parto.

17



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A bovinocultura de leite possui um papel de destaque no agronegdcio brasileiro.
Nos ultimos anos houve um aumento expressivo da produtividade de leite por vaca
(ALVARENGA, 2015), o que esta diretamente relacionado ao aumento do potencial
genetico dos rebanhos. Além de fornecer um alimento de alto valor nutricional que
atende as demandas de seguranga alimentar, a bovinocultura de leite desempenha uma
funcdo social no que diz respeito a geracdo de empregos, tendo um forte impacto na
distribuicdo de renda no pais (VEIGA, 2001).

Com o aumento do potencial genético dos rebanhos, as vacas leiteiras sao
selecionadas para ter cada vez maior producdo. Entretanto, as vacas geralmente
apresentam um ajuste metabdlico muito estreito, com demandas nutricionais e de
ambiente variaveis durante a lactacio (GONZALEZ et al., 2000; ALVARENGA,
2015). O periodo de transi¢do, compreendido entre a 3% semana pré-parto até a 32
semana pos-parto, é decisivo para a maxima producdo leiteira durante a lactacdo
(GRUMMER, 1995; SMITH & RISCO, 2005; MOTA, 2006), sendo 0 momento em
que os animais sofrem alteracGes enddcrinas, nutricionais e de manejo que interagem
entre si, impactando direta e indiretamente na salde e na producdo (SHORT &
ADAMS, 1988; MOTA, 2006).

Durante o periodo pré-parto a queda no consumo de matéria seca € a alteragdo
mais significativa, culminando em um balanco energético negativo (BELL, 1995;
HAYIRLI et al., 2002). De acordo com Hayirli et al. (2002) e Drackley et al. (2005)
nas semanas que antecedem ao parto as concentracfes de corticoides e estrégenos
aumentam drasticamente contribuindo para a queda da ingestdo de matéria seca em até
30%. No pds-parto, o consumo de matéria seca se eleva, mas ndo chega a compensar o
aumento da demanda energética exigida pelo inicio da lactacdo (DRACKLEY, 2005,
SANTOQOS, 2011), levando a um estado de balanco energético negativo (BEN). Quando
esse deficit se instala, os animais utilizam-se de recursos intrinsecos para equalizar essa
diferencga.

O principal mecanismo compensatorio é a mobilizacéo de lipideos de reserva e a
oxidacdo dos &cidos graxos para formar precursores energéticos (GONZALEZ &
SILVA, 2017, CORASSIN et al., 2011). Durante esta fase, o tecido adiposo sofre a
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acdo da lipase hormonio-sensivel, liberando acidos graxos e o glicerol (BREUKINK &
WENSING, 1997). De acordo com Gonzalez & Silva (2017), as vacas higidas possuem
intensa variacdo de lipolise do tecido adiposo, apresentando niveis sanguineos de &cidos
graxos livres (NEFA) que podem ultrapassar 400 umol/L, considerado o ponto de corte
que indica moderada lipomobilizacéo.

Durante os periodos de escassez energética ocorre a elevacdo dos hormdnios que
estimulam a lipdlise como a adrenalina, o glucagon e o horménio do crescimento (GH),
além do cortisol que atuam de forma indireta ativando enzimas que promovem o
mesmo efeito (SANTOS, 2011). Desta forma, o influxo de &cidos graxos livres
provenientes do tecido adiposo para o figado aumenta sensivelmente, fazendo com que
uma parte destes acidos seja incorporada na sintese do leite (PALMQUIST et al., 1993).

No figado, parte destes acidos graxos € removida de acordo com a propor¢do
circulante. Conforme Gonzalez & Silva (2017), concentracdes de NEFA acima de 650
umol/L s&o um forte indicio de que esta ocorrendo uma intensa lipomobilizac&o.
Posterior a isso, 0s &cidos graxos podem sofrer oxidacdo completa no figado, serem
convertidos em corpos cetonicos, ou ainda reesterificados e depositados na forma de
triglicerideos (TG), os quais devem de unir as lipoproteinas (VLDL) para serem
exportados aos tecidos periféricos (GONZALEZ & SILVA 2017; OSPINA et al.,
2010).

Ainda durante esta fase de baixa ingestdo energética, ha uma reducdo nas
concentracgdes séricas de insulina, fato que compromete a entrada de glicose nas células
insulino-dependentes, o que intensifica ainda mais a lipomobilizacdo (GALLO et al.
1996). Por outro lado, o maior grau de BEN pode contribuir para a imunossupressao das
vacas (GALVAO et al., 2010). Essa demanda ocorre para suprir parte das exigéncias de
tecidos importantes como o musculo esquelético, cardiaco e o figado.

Devido a excessiva lipomobilizacdo e a baixa capacidade do figado em exportar
as lipoproteinas contendo triglicerideos, em casos de intenso BEN, ocorre um acumulo
significativo de lipideos no figado, superando os indices de degradacdo metabdlica ou
de liberacdo nas lipoproteinas transportadoras (AROEIRA, 1998; McLACHLAN&
CULLEN, 1998). Segundo Jorritsma et al. (2001) esta patologia conhecida como
esteatose ou lipidose hepatica pode afetar até 50% das vacas leiteiras no pos-parto. Esta

situacdo, mesmo com indices moderados de lipomobilizacdo, causa a perda de milhdes
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de dolares anualmente, pois afeta significativamente de forma direta e indireta as taxas
reprodutivas, comprometendo a fertilidade da vaca (WITTWER, 2000).

Diversos estudos demonstram que o BEN induz a altas concentracGes séricas de
NEFA e baixos de insulina, que estdo associados com retardo na primeira ovulagdo
apos o parto e reducdo das taxas de prenhez (PRYCE et al., 2004; BUTLER, 2005).
Tambem afeta a producdo, havendo uma reducédo de 60 a 300 litros de leite por lactagédo
(ROSSI, 2005), além de promover o aumento da incidéncia de doencas do pds-parto
(TREACHER et al., 1986), e a elevacdo da taxa de descarte precoce dos animais

acometidos.

3.1 BEN e Lipomobilizacéo

Ao se referir ao BEN em ruminantes, ha uma particularidade no que tange a
energia, pois estes animais absorvem apenas uma fragdo muito pequena de glicose pela
via entérica e, com isso, a taxa de lipogénese hepética € muito baixa nos animais bem
nutridos (SANTOS, 2011). Isso se deve ao fato evolutivo de que 0s ruminantes
raramente necessitam absorver e metabolizar grandes quantidades de acidos graxos de
cadeia longa e glicose, pois a maior parte dos componentes alimentares sdo consumidos
e posteriormente processados no rimen na forma de &cidos graxos volateis de cadeia
curta (GOFF & HORST, 1997). Sendo assim, o figado dos ruminantes tem baixa
capacidade de armazenar glicose na forma de glicogénio hepatico, e de incorporar 0s
triglicerideos nas lipoproteinas VLDL para sua exportacdo a outros tecidos (SANTOS,
2011). No periparto, fase de grande demanda energética decorrente do desenvolvimento
final do feto e do inicio da lactacdo, as vacas podem entram em um estado de BEN
acentuado devido a um consumo alimentar que pode ndo suprir suas exigéncias
nutricionais (WITTWER, 2000) levando a distUrbios metabdlicos.

A cetose e a lipidose hepéatica sdo transtornos metabdlicos decorrentes de
desordens de cunho energético que afetam a utilizacdo dos acidos graxos, acometendo
vacas leiteiras no periparto, influenciando assim, diretamente no desempenho
reprodutivo e na producéo de leite (GRUMMER, 1995; BOBE, 2004; SCHILD, 2007).
Em ruminantes, devido a que os carboidratos ingeridos sdo fermentados até acidos
graxos volateis pelos microrganismos do rimen, a maior parte da glicose deve ser
sintetizada pelo figado via propionato (GONZALEZ & SILVA, 2017). A glicose é
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fundamental para a lactogénese, podendo determinar a quantidade de leite a ser
produzido, e para alguns érgéos extritamentes dependentes dela (MEPHAM, 1993).

Logo apds o parto, hd uma diminuicdo da producdo de insulina pelo pancreas,
levando a um racionamento da utilizacdo de glicose por alguns tecidos sensiveis a
insulina, além de ocorrer uma intensa resposta lipolitica. Esses eventos permitem que a
glandula mamaria tenha glicose suficiente para a producdo de leite (DRACKLEY,
2001; HERDT, 2000, HOLTENIUS, 2003). Para compensar a falta de glicose em
alguns tecidos, se desencadeia uma intensa lipélise como resposta alternativa para a
producdo de energia, liberando assim NEFA (McNAMARA, 1991; HERDT, 2000). Os
NEFA podem ser utilizados diretamente por alguns tecidos ou até mesmo pela glandula
mamaria para a producdo de leite, ou ainda absorvidos pelo figado e sofrerem oxidacao
ou esterificacio (PALMQUIST, 1969; HERDT, 2000). O figado oxida
aproximadamente de 15 a 20% dos NEFA absorvidos, produzindo energia para si
mesmo e corpos cetdnicos, ou os esterifica, convertendo os NEFA em TG que séo
exportados na forma de VLDL de volta ao tecido adiposo ou simplesmente sdo
armazenados como TG (McART, 2013).

Animais saudaveis apresentam concentracdo serica de NEFA inferior a 400
umol/L, enquanto na cetose clinica estas concentragdes podem estar acima de 1.000
umol/L. (SANTOS, 2011). Quando ha uma sobrecarga de NEFA no figado, sua
capacidade de oxidacdo é oprimida, levando ao aumento da via de reesterificacdo
causando acumulo de TG dentro do figado. Como o0s ruminantes tém capacidade
limitada de exportar TG nas lipoproteinas, os NEFA reesterificados se acumulam em
forma de gordura no figado, o que leva a lipidose e consequentemente a perda da
funcdo hepatica normal (RUKKWAMSUK, 1999; JORRITSMA, 2001) e ao acimulo
de corpos cetdnicos, principalmente beta-hidroxibutirato (BHB), no sangue (HERDT,
2000). Os corpos cetbnicos atuam como fonte energética alternativa para os diferentes
tecidos, sendo metabolizados em presenga de oxalacetato (SCHILD, 2007). A
concentracédo elevada de NEFA e BHB no sangue indicam um excesso de BEN, que
esta associado a disturbios metabdlicos prejudiciais para a saude e a producdo das
vacas, afetando a funcdo imune e levando a diminuicdo do apetite (DALE, 1979;
HAMMON 2006).

Em todos os tipos de cetose, ocorre acidose metabolica, pelo acumulo de corpos

cetbnicos (cetoacidose). O diagnostico é realizado através dos sinais clinicos,
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epidemiologia e determinacdo de corpos cetdnicos na urina, sangue ou leite. O
acetoacetato e a acetona sdo muito volateis, assim, os testes que levam mais tempo
devem ser especificos para BHB. O teste de BHB pode ser realizado com leite, urina ou
sangue, entretanto o teste no sangue possui uma maior especificidade e sensibilidade
quando comparados aos demais (OETZEL, 2004). Os valores de referéncia de BHB no
sangue situam-se abaixo de 1,2 a 1,4 mmol/L (OETZEL, 2004).

3.2 Lipidose hepatica

A lipidose caracteriza-se pelo desequilibrio entre a captagdo de NEFA e sua
utilizacdo pelo figado, levando ao excesso de lipideos hepéaticos (SILVA &
GONCALVES, 2008). Os principais fatores de risco para a lipidose hepética sdo as
causas nutricionais, de manejo e genéticas. Dos fatores nutricionais, destaca-se a
obesidade, onde vacas com escore corporal superior a 4,0 possuem maior
lipomobilizagdo em situacdo de BEN, quando comparadas com vacas com escore
corporal menor RUKKWAMSUK et al.,1998; STOCKDALE, 2001).

Outros fatores nutricionais sdo mudancas na dieta, restricdo alimentar e dietas
com grandes quantidades de concentrados, incrementando o risco de acidose ruminal e
endotoxemia bacteriana, ambas relacionadas com a aparicdo de lipidose hepaética
(GOFF & HORST, 1997; AMETAJ, 2005). Em relacdo ao manejo, a manutencdo de
vacas velhas no plantel, a falta de espaco, limpeza insuficiente, alta umidade e elevadas
temperaturas favorecem a aparicdo de patologias que levam ao BEN, gerando
consequentemente a lipomobilizacdo (KHALPHALLAH et al.,2017).

De acordo com Van Den Top (1995) e Jorritsma (2000), vacas acometidas por
lipidose hepatica tém seu desempenho reprodutivo diminuido, pois ha reducdo da
colesterolemia, devido ao comprometimento de sua sintese no figado, levando
consequentemente ao atraso do estro, probabilidade de apresentar um intervalo maior
entre o parto e o estro e reducdo em até 30% das chances de ficar gestante no inicio da
lactacdo.

O grau de lipidose hepética proporcionalmente ao grau de lipomobiliza¢éo pode
ser classificada de acordo com a quantidade de TG armazenados no figado, sendo
considerada leve entre 1 a 5% de TG, moderado entre 5 a 10% de TG e severa quando €

maior a 10% de TG (BOBE, 2004). Em casos severos, pode-se observar hipoglicemia,
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cetonemia, aumento das concentragdes de NEFA e BHB, assim como da atividade
sérica das enzimas hepaticas (AST e GGT), em conjunto com a queda das
concentracdes séricas de colesterol, albumina e insulina (GONZALEZ & SILVA,
2017), perda consideravel de peso, reducdo da ingesta e menor ou insuficiente produgéo
de leite (SANTOS, 2011). Segundo Hocquette & Bauchart (1999), a lipidose hepatica
ocorre em 20 a 60% das vacas leiteiras de alta producéo, podendo alcancar uma taxa de
até 25% de mortalidade em animais ndo tratados (BRUSS, 1993; AMETAJ, 2005).

Para diagndstico de lipidose hepética e sua classificagdo, pode-se utilizar perfis
metabolicos, onde é necessario medir parametros que avaliem a condi¢do energética
(glicose, NEFA, BHB, colesterol), proteica (albumina, ureia), e de lesdo hepatica
(enzimas AST, GGT, FA) para avaliar o grau de lesdo e funcdo hepatica (GONZALEZ
& SILVA, 2017, KHALPHALLAH et al., 2017). Contudo, o método mais preciso de
diagnostico é a quantificacdo de lipideos totais mediante estudo histopatologico
realizado em amostras obtidas por biopsia hepatica (AMETAJ, 2005), técnica que é
considerada padrdo-ouro e pode ser conduzida em qualquer parte do érgdo com uma
variacdo de representatividade inferior a 2% (GERSPACH et al., 2017). Pode-se ainda
realizar o diagnostico através de ultrassonografia, em que a medida que hd o acumulo
de gordura ocorre alteracdo do parénquima hepético, tornando-o mais ecogénico e
brilhante. A quantificacdo objetiva de ecogenicidade vem sendo aperfeigoada através da
andlise digital de imagens ultrassonograficas (BANZATO et al., 2015). De acordo com
Banzato et al. (2016) o contetdo de TG no figado pode ser avaliado de forma mais
eficiente pela diferenca de textura, através da formacdo de imagens ultrassonograficas
digitais em modo B, que sdo avaliadas por um software. As técnicas mais novas tém
permitido superar parcialmente os erros de sobreposicao, reverberacdo e fantasmas de
imagens, que ainda proporcionam varios falsos positivos no exame (ACHARYA,
2015). As técnicas ultrassonograficas mais novas, podem ser no futuro ferramentas de
diagndstico complementar e promissoras para a lipidose hepética (FIORE et al.,2017).

A lipidose vem se tornando cada vez mais frequente nos animais de alta
producdo, principalmente aqueles criados em sistemas intensivos de producdo. Assim, é
importante o conhecimento aprofundado da doenca, seu diagndstico e sua prevencéo, o

que contribuira para reducéo de prejuizos econdmicos e da satde animal.
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3.3 Estudo do escore de condigdo corporal

Um dos fatores determinantes para a lipidose hepatica é a variacdo no escore de
condicédo corporal (ECC). De acordo com Santos (2011) as vacas que chegam proximas
ao parto com ECC acima de 3,5 (escala de 1 a 5, sendo 1= caquética e 5= obesa) tém
maior probabilidade de desenvolver lipidose hepatica e cetose. Esta situacao é dificil de
ser blogueada, pois o metabolismo da vaca estd programado para promover a
lipomobilizagdo (GARNSWORTHY, 2013).

Animais que chegam ao pré-parto obesos tém menor consumo de matéria seca
que aqueles com condicdo corporal adequada (BOBE et al., 2004). Foi estabelecido
que a leptina mediante mecanismo de feedback inibe a atividade do neuropeptideo Y, o
qual tem a funcéo de estimular o apetite ao atuar de forma direta no centro da fome e
saciedade (VERNON et al., 2001), de forma que vacas com maiores concentracdes de
leptina no pré-parto tém o seu apetite reduzido. Também foi verificado que a leptina
modula a transferéncia e a particdo de nutrientes através da sua interagdo com outros
hormonios, incluindo insulina, glucagon, glicocorticoides, GH, fator de crescimento |
semelhante a insulina, citocinas e horménios da tireoide (HILL, 2004).

Pesquisas demonstram que outros fatores secretados pelo tecido adiposo como o
fator de necrose tumoral o interagem com a leptina na regulacdo do proprio tecido
(VERNON et al., 2001). Além disso, 0 excesso de gordura corporal pode predispor ao
tecido adiposo a induzir maior resisténcia a insulina, o que contribuiria para aumentar
as concentracGes de NEFA no sangue, 0s quais também contribuem para a diminuicéo
do consumo de matéria seca (SANTQOS, 2011).

De acordo com Garnsworthy (2013) cada vaca tem um ECC alvo geneticamente
programado, que ela objetiva alcancar cerca de 10 a 12 semanas depois do parto. Sendo
assim, se 0 seu ECC estiver acima deste alvo, o consumo de racdo serd reduzido e
consequentemente ela perdera condicdo corporal. Porém, se 0 seu ECC estiver abaixo
da meta, o consumo de racdo estara aumentado e ela consequentemente ganhara
condicéo corporal.

A incidéncia de vacas obesas ao parto geralmente é reflexo do plano nutricional
da fase de lactacdo anterior, e de lactacGes extremamente longas, o que, por sua vez, é
decorrente da ineficiéncia reprodutiva e de outros fatores, dentre eles a cetose e
esteatose hepatica, constituindo assim um ciclo vicioso de problemas (SANTQOS, 2011).

Porém, segundo Garnsworthy (2013), ainda ndo esta claro quais sdo os fatores mais
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determinantes no ECC, pois ele também poderia aumentar no final da lactacdo em
funcéo da variacdo do ECC alvo de acordo com o estagio da lactagdo. Com a evolucgéo
da lactacdo, ocorre uma diminuicdo na producdo lactea, concomitante a um consumo
relativamente elevado de matéria seca, balanco energético positivo que poderia levar a
aumento da insulina para promover a lipogénese (CHILLIARD et al., 2001). Sendo
assim, para reduzir o impacto do BEN sobre o desempenho produtivo, reprodutivo e a
salde dos animais, torna-se necessario o monitoramento do ECC, para evitar ao

mAaximo 0s extremos e as suas variagdes bruscas.
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4. RESULTADOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacéo estéo apresentados sob a forma
de dois artigos cientificos. As se¢des Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e
Referéncias Bibliograficas encontram-se nos artigos. Onde o Artigo 2 esta escrito sob

as normas de submissao da revista cientifica.
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4.1 Artigo cientifico 1

Lipidose hepética e sua correlacdo a indicadores sanguineos de funcao,

lesdo hepatica e variacdo da condicéo corporal em vacas leiteiras

4.1.1 Resumo

Durante o periodo de transi¢cdo as vacas leiteiras passam por balanco energetico
negativo. Com isso elas mobilizam as reservas corporais, levando assim a uma elevada
lipomobilizacdo, podendo ter como consequéncia diferentes graus de lipidose hepatica.
O presente estudo teve como objetivo determinar a relacdo entre a infiltragdo lipidica no
figado com os indicadores metabdlicos sanguineos de funcdo e lesdo hepatica, bem
como com a condicdo corporal em vacas leiteiras de alta producdo. Foram utilizadas 51
vacas leiteiras multiparas da raca Holandesa em um sistema confinado na regido
noroeste do Rio Grande do Sul, durante os meses de julho e agosto. Realizou-se a coleta
de amostras hepaticas, sanguineas e a mensuracdo do escore de condi¢do corporal
(ECC), no terceiro e vigésimo oitavo dia pos-parto. Através da amostra de tecido
hepatico foi determinado o grau de infiltracdo lipidica por técnica histoldgica. Nas
amostras sanguineas foram determinados os metabdlitos aspartato aminotransferase
(AST), fosfatase alcalina (FA) e gama-glutamil transferase (GGT), além de beta-
hidroxibutirato (BHB), acidos graxos ndo esterificados (NEFA), albumina, bilirrubina
total e colesterol. Simultaneamente foi feita a mensuracdo do ECC de forma objetiva
(cdmera) e subjetiva (observacdo visual). Foi encontrada uma incidéncia de infiltracdo
lipidica de 3,92% dos animais no terceiro dia pés-parto e de 5,88% dos animais no
vigésimo oitavo dia pdés-parto, em ambos os casos de grau leve. As concentracdes de
BHB, NEFA, GGT, AST, FA e bilirrubina se apresentaram mais elevadas no terceiro
dia pos-parto quando comparado com os valores do vigésimo oitavo dia pos-parto, mas
ambos dentro dos valores de referéncia. No dia 28, os valores de albumina e colesterol
foram maiores que no dia 3, ainda assim dentro da referéncia. As vacas, com ou sem
lipidose hepatica apresentaram hipocolesterolemia no pos-parto imediato, ja quando
comparamos somente as vacas com e sem lipidose juntas o Unico metabdlito alterado

foi o colesterol de vacas com lipidose hepatica, os demais estavam dentro dos intervalos
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de referéncia. As vacas apresentaram uma média de ECC subjetivo de 3,10 e objetivo
de 3,16 no terceiro dia pos-parto e de 2,91 de forma subjetivo e de 2,99 de forma
objetiva no vigésimo oitavo dia pds-parto. Quando avaliada a relagdo entre o0 ECC
subjetivo e objetivo ao terceiro e vigesimo oitavo dia pds-parto ouve uma correlacéo

positiva nos métodos de avaliacdo em ambas as datas.

Palavras chave: Lipidose hepatica, escore de condicdo corporal, metabdlitos, e funcéo

hepatica.

4.1.2 Introducéo

O periodo de transicdo das vacas de leite € 0 momento mais desafiador da vida
produtiva do animal. Durante esta fase, o animal sai de um momento de baixo consumo
e demanda de alimentos, de forma abrupta, a uma fase de intensa producéo de leite,
necessitando de uma dieta de alta densidade de nutrientes, para suprir a demanda da
lactacdo (DIVERS & PEEK, 2018). Durante o periodo pré-parto a queda no consumo
de matéria seca ¢ a alteracdo mais significativa, culminando em um balango energético
negativo (BELL, 1995; HAYIRLI et al., 2002). Nas semanas que antecedem ao parto as
concentragdes de corticoides e estrogenos aumentam drasticamente contribuindo para a
queda da ingestdo de matéria seca em até 30% (DRACKLEY et al., 2005). No pos-
parto, 0 consumo de matéria seca se eleva, mas ndo chega a compensar 0 aumento da
demanda energética exigida pelo inicio da lactacdo (SANTOS, 2011), levando a um
estado de balanco energético negativo (BEN).

O metabolismo dos lipideos é a chave bioldgica para um correto periodo de
transicdo (DRACKLEY,1999), sendo que o principal mecanismo compensatério para
regular o BEN é a mobilizacdo de lipideos de reserva e a oxidacdo dos acidos graxos
para formar precursores energéeticos (CORASSIN et al., 2011). Durante esta fase, 0
tecido adiposo sofre a agédo da lipase hormdnio-sensivel, liberando acidos graxos livres
(NEFA) e glicerol (DIVERS & PEEK, 2018). As vacas higidas possuem intensa
variagdo de lipdlise do tecido adiposo, apresentando niveis sanguineos de NEFA que
podem ultrapassar 400 pumol/L, considerado o ponto de corte que indica moderada
lipomobilizagdo (GONZALEZ & SILVA, 2017).

28



Durante os periodos de escassez energética ocorre a elevacdo dos hormoénios que
estimulam a lipdlise como a adrenalina, o glucagon e o horménio do crescimento, além
do cortisol que atuam de forma indireta ativando enzimas que promovem 0 mesmo
efeito (SANTOS, 2011). Desta forma, o influxo de NEFA provenientes do tecido
adiposo para o figado aumenta sensivelmente, fazendo com que uma parte destes acidos
seja incorporada na sintese do leite (PALMQUIST et al., 1993).

No figado, parte destes acidos graxos sdo removidos de acordo com a proporgdo
circulante. Concentragdes de NEFA acima de 700 umol/L sdo um forte indicio de que
esta ocorrendo uma intensa lipomobilizagdo (GONZALEZ & SILVA, 2017). Posterior
a isso, os acidos graxos podem sofrer oxidacdo completa no figado, serem convertidos
em corpos cetdnicos, ou ainda reesterificados e depositados na forma de triglicerideos
(TG), os quais devem se unir as lipoproteinas VLDL para serem exportados aos tecidos
periféricos (OSPINA et al., 2010).

Devido a excessiva lipomobilizacdo e a baixa capacidade do figado em exportar
as lipoproteinas contendo triglicerideos, em casos de intenso BEN, ocorre um acimulo
significativo de lipideos no figado, superando os indices de degradacdo metabdlica ou
de liberacdo nas lipoproteinas transportadoras (MACLACHLAN & CULLEN, 1998).
Esta patologia conhecida como esteatose ou lipidose hepatica pode afetar até 50% das
vacas leiteiras no pés-parto (JORRITSMA et al., 2001) e pode causar a perda de
milhdes de ddlares anualmente (McART,2012).

Doencas no periparto, como cetose, deslocamento de abomaso, retencdo de
placenta e mastite, estdo intimamente ligados a esteatose hepatica (LEBLANC et al.,
2005). Diversos estudos demonstram que o BEN induz a altas concentracGes séricas de
NEFA e baixos de insulina, estando associados com retardo na primeira ovulacio ap6s
0 parto e reducéo das taxas de prenhez (BUTLER, 2005; PRYCE et al., 2004), e perda
na producdo entre 60 a 300 litros de leite por lactacdo (ROSSI, 2005).

Desta forma, o presente estudo tem por objetivo estudar a relacdo entre a
infiltracdo lipidica no figado com os indicadores metab6licos sanguineos de lesdo e

fungéo hepética, bem como sua relacdo com a condicéo corporal.

4.1.3 Materiais e Métodos

Animais e local do estudo
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O experimento foi realizado em uma fazenda comercial da regido noroeste do
estado do Rio Grande do Sul, Brasil, em um sistema confinado. Os animais avaliados
durante o estudo eram vacas multiparas da raca Holandesa (n= 51), entre 2 e 4
lactacbes, com producdo média diaria de 32,91 kg de leite, na lactagdo prévia em 305
dias. Os animais eram ordenhados 3 vezes ao dia em sistema carrossel. A coleta dos
dados foi realizada nos meses de julho e agosto de 2017 (inverno austral). O presente
estudo foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais sob 0 numero do protocolo
32692.

A dieta total fornecida aos animais foi balanceada para atender a producgéo
leiteira de 40 kg/dia, 3,5% de gordura, 3,2% de proteina e 4,7% de lactose, sendo
composta por silagem de milho, silagem de aveia, palha de trigo, grdo de milho moido,
farelo de soja, casca de soja, nucleo mineral e vitaminas. A composi¢do bromatoldgica
da dieta era a seguinte: 38,0% de fibra em detergente neutro (FDN), 1,6 Mcal/dia de
energia metabolizavel (EM), 18% de proteina bruta (PB), visando atender os requisitos
de vacas leiteiras (NRC, 2001). Foram incluidas no estudo apenas vacas nas quais ndo

foi realizado qualquer procedimento cirdrgico no momento do parto.
Biopsia hepatica

Foram realizadas biopsias hepaticas no 3° e no 28° dia po6s-parto utilizando o
método descrito por Braga et al. (1985). O ponto de elei¢cdo para a introducdo da agulha
(tipo tru-cut) foi o 11° espago intercostal direito, aproximadamente 20 cm abaixo da
linha do dorso, no cruzamento de uma linha imaginaria entre a tuberosidade externa do
ileo e a escapula e outra linha perpendicular ao 11° espaco intercostal; esse ponto
corresponde a posicao topografica do lobo direito do figado. Apos tricotomia, anestesia
local e antissepsia do campo com alcool iodado, a agulha era introduzida no figado por
acesso percutaneo e transtoracico. Os fragmentos de figado obtidos eram de
aproximadamente 0,5-1,5 cm de comprimento por 0,1 cm de espessura em formato
cilindrico. Esses fragmentos imediatamente apos a coleta foram fixados em formol a
10%. Posteriormente foram realizados cortes histologicos corados com QilRed e com
acido periddico Schiff (PAS), para estudo histopatologico através da microscopia de luz
em 40x, onde foi quantificada a proporcdo (%) de lipideos totais dispostos por campo
de luz. Os fragmentos hepaticos dos animais foram classificados para a deposicao de
lipideos segundo a técnica descrita por Bobe et al. (2004), sendo considerada infiltracdo
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leve entre 1 a 5% de TG, moderada entre 5 a 10% de TG, e severa quando maior a 10%

de TG por campo de luz.
Indicadores metabolicos

Coletas de sangue foram realizadas nos dias 3 e 28 p0s-parto. As amostras de
sangue foram coletadas de todos os animais (n= 51) por puncdo venosa ou arterial
coccigea, utilizando tubos tipo vacutainer de 10 mL com heparina (Becton Dickinson,
Brasil), os quaisforam conservados em caixa térmica refrigerada. Apds a coleta, as
amostras foram imediatamente centrifugadas a 2.500 rpm por 10 minutos para obtencéo
de plasma, o qual foi fracionado e conservado a -20°C, em microtubo tipo eppendorf,
para as posteriores determinacdes bioquimicas (BHB, NEFA, albumina, bilirrubina,
colesterol, AST, FA, GGT). As determinacdes bioquimicas foram realizadas utilizando
equipamento automatico (Analisador bioquimico automéatico CM-200, Wiener) com
kits diagnostico comerciais (Labtest, Brasil, para aloumina, bilirrubina, colesterol, AST,
FA, GGT e Randox, Irlanda, para BHB e NEFA).

Pontos de corte para diagndstico de alteracdes metabolicas

Animais que apresentaram concentra¢fes de BHB acima de 1,4 mmol/L foram
considerados em cetose subclinica e animais que apresentaram niveis acima de 3,0
mmol/L foram considerados em cetose clinica (GONZALEZ & SILVA, 2017). Vacas
que apresentaram concentragfes de NEFA acima de 700 umol/L foram consideradas
com risco de excessiva lipomobilizagdo no pos-parto (GONZALEZ & SILVA, 2017).
Vacas que apresentaram albuminemia abaixo de 27 g/L foram considerados em
hipoalbuminemia (GONZALEZ & SILVA, 2017). Vacas que apresentarem bilirrubina
total acima de 0,54 mg/dL foram consideradas hiperbilirrubinémicas (GOZZI et al.
2011) . Animais que apresentaram colesterolemia inferior a 80 ou superior a 120 mg/dL
foram consideradas hipo ou hipercolesterémicas, respectivamente (GONZALEZ &
SILVA, 2017). Vacas que tiveram atividade enzimética de AST superior a 132 U/L
foram consideradas em risco de lesdo hepatica (GONZALEZ & SILVA, 2017). Vacas
que apresentaram atividade de GGT superior a 39 U/L ou de fosfatase alcalina superior
a 196 U/L foram consideradas com colestase hepética e consideradas como grupo de
risco para disfungéo hepatica (GOZZI et al. 2011).

Escore de condicéo corporal
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O escore corporal foi avaliado nos dias 3 e 28 pds-parto, mediante duas técnicas.
A primeira é uma técnica objetiva que utiliza uma camera com registro de imagens 3D
(BCS DeLaval). O sistema avalia a conformagdo angular da parte posterior das vacas,
através da captura de imagens, posteriormente registra os dados no software (Kinect
Sensor for Windows version 2, Microsoft, Redmond, WA) e classifica na escala de 1 a
5, onde 1 sdo vacas muito magras e 5 sdo vacas muito gordas, com intervalo de 0,10
pontos de referéncia. O segundo método foi 0 subjetivo, mediante a escala desenvolvida
por Ferguson et al. (1994). A avaliagdo da condicdo corporal, foi feita por um Unico
avaliador, utilizando uma escala de 1 (muito magra) a 5 (muito gorda), com intervalo de

0,25 pontos de referéncia.
indice de funcéo hepatica

O indice de funcdo hepatica (IFH) desenvolvido por Bertoni &Trevisi (2013),
inclui concentracdes de albumina, colesterol e bilirrubina, dosadas nos dias 3 e 28 pds-
parto, dispostas pelo método abaixo, onde V3 e V28 correspondem aos valores nos dias

3 e 28 pos-parto, respectivamente:

Passo 1: calculo de sub-indices

Sub-indice de albumina (Alb-1) = 50% V3 + 50% (V28 - V3)

Sub-indice de colesterol (Col-I) = 50% V3 + 50% (V28 - V3)

Sub-indice de bilirrubina (Bil-1) = 67% V3 + 33% (V3 - VV28)

Passo 2: calculo do IFH

IFH = (Alb-I - 17,71)/1,08 + (Col-I - 2,57)/0,43 - (Bil-1 - 6,08)/2,17

Os valores finais se situam de -12 a +5, sendo que valores superiores a 0

indicam boa funcionalidade hepatica.
Analise estatistica

Os dados foram tabulados no Excel e transferidos para o Software SPSS, SAS,
onde foram analisados em quanto a normalidade mediante Shapiro-Wilk, e
homoscedasticidade pelo teste de Bartlett. A associagcdo entre os metabolitos e 0s
animais que apresentaram infiltracdo lipidica com a perda de ECC pelos metodos
objetivo e subjetivo foi comparada mediante o teste de Fisher e Qui-quadrado. O grau
de concordéncia entre o escore de condicdo corporal objetivo e subjetivo foi comparado
pelo teste de Kappa. A comparacéo entre o grau de infiltracdo lipidica e os valores dos
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indicadores de lesdo e funcdo hepatica, foi realizada mediante teste de Fisher e Qui-
quadrado considerando os dias de lactacdo (3 e 28) como efeito fixo. A correlacdo entre
0 grau de infiltragdo lipidica e o indice de funcdo hepatica foi avaliada pelo teste
Anova. O nivel de significancia usado foi de 5%.

4.1.4 Resultados

No presente estudo houve infiltracdo lipidica em 2/51 vacas no terceiro dia pés-
parto e em 3/51 vacas no vigésimo oitavo dia pos-parto, sendo que em ambas ocasifes a
lipidose hepatica foi de grau leve (1 a 5% de triglicerideos hepéticos). Quando avaliada
a associacao entre infiltracdo lipidica e perda de condicdo corporal ndo observou-se
nenhuma diferenca entre os animais do presente estudo. Os animais avaliados
apresentaram uma producdo lactea média no vigésimo oitavo dia pds-parto de 38 litros,
com um agregado total médio na lactagdo em 305 dias de 10.398 litros.

A Tabela 1 apresenta os valores dos indicadores bioquimicos plasmaticos das
vacas no terceiro e vigésimo oitavo dias pds-parto. As concentracbes de BHB, NEFA,
GGT, AST, FA, e bilirrubina estavam mais elevadas no terceiro dia pds-parto quando
comparado com os valores do vigésimo oitavo dia pdés-parto. No dia 28, os valores de
albumina e colesterol foram maiores que no dia 3. Dentre as alteragdes nos valores de
referéncia, o Unico metabolito que apresentou niveis inferiores ao valor descrito como
fisiolégico foi o colesterol com 54,6 mg/dL, os demais estavam dentro dos valores de

referéncia descritos por Gozzi et al., (2011).

Na Tabela 2 estdo dispostos os metabdlitos grupo de vacas que tiveram grau
leve de lipidose hepatica no terceiro ou vigésimo oitavo dia pds-parto, podemos
perceber que elas apresentaram albumina, colesterol, GGT mais baixos no terceiro dia
poOs-parto em relacdo ao vigésimo oitavo dia pds-parto, e AST, BHB, bilirrubina, FA e
NEFA mais elevados no terceiro dia em relacdo ao vigésimo oitavo dia pds-parto.
Repetindo o comportamento do colesterol da Tabela 1, os animais que apresentaram
alterado o seu valor, que foi de 52,3 mg/dL em relacdo a referéncia minima de
80mg/dL, o restante dos metabolitos se manteve dentro dos valores de referéncia.

A tabela 3 apresenta os valores dos indicadores bioquimicos plasmaticos das
vacas com e sem lipisose hepatica. As concentracdes de BHB, NEFA, AST, e
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bilirrubina estavam mais elevadas para as vacas com lipidose hepatica, ja as
concentragdes de albumina, colesterol, FA e GGT estavam mais elevadas para as vacas
sem lipidose hepética, o Unico metabolito que estava fora do padrdo de referéncia foi o
colesterol das vacas com lipidose hepética que estava abaixo do valor minimo, os

demais metabolitos estavam dentro dos valores citados por Gozzi et al., (2011).

As vacas apresentaram uma média de ECC subjetivo (visual) de 3,10 e objetivo
(cdmera) de 3,16 no terceiro dia pés-parto e de 2,91 de forma subjetiva e de 2,99 de
forma objetiva no vigésimo oitavo dia pds-parto, com uma perda média de ECC entre o
terceiro e o vigésimo oitavo dia pds-parto de 0,19 pontos para 0 método subjetivo e
0,17 pontos para 0 método objetivo. Quando avaliada a relacédo entre o ECC subjetivo e
objetivo (Figuras 1 e 2) ao terceiro dia pos parto houve uma correlacdo positiva (r=
0,72; P< 0,0001), e no vigésimo oitavo dia positiva (r= 0,76; P< 0,0001), com um delta
da relagéo entre o escore subjetivo (visual), e objetivo (camera) de (r= 0,34; P=0,01).

No indice de fungdo hepética (IFH) de Bertoni & Trevisi (2013), considera-se
animais com valores proximos ou acima de zero com boa funcionalidade hepética,
tendo os animais do presente estudo apresentado IFH médio de -1,26 (P= 0,49). As
vacas com lipidose hepética tiveram um IFH mais baixo (-3,46), comparado com vacas
sem lipidose (-1,02) (P=0,002).

4.1.5 Discussao

Apesar da literatura se referir a uma incidéncia de lipidose hepéatica em vacas
leiteiras de alta producdo em torno de 40% (BOBE et al., 2004), ou mais (JORRITSMA
et al., 2001), os animais avaliados no presente trabalho apresentaram baixa incidéncia
(3,92% no terceiro dia pés-parto e 5,88% no vigésimo oitavo dia pés-parto). De acordo
com Bobe et al. (2004) as vacas de alta producdo estdo predispostas a sofrerem com
esteatose hepatica, 0 que nos chama atencdo, visto que as vacas do presente trabalho
apresentaram producdo média de 38 litros de leite em 305 dias, produtividade
compativel com vacas de alta produgdo (GUIROZ-ROCHA, et al., 2010; MORAIS, et
al., 2017).

Quando analisado o grupo total de animais incluidos no estudo, podemos

perceber que as concentracdes de BHB, NEFA, GGT, AST, FA, e bilirrubina estavam
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mais elevadas no terceiro dia pos-parto quando comparado com os valores do vigésimo
oitavo dia pos-parto, e albumina e colesterol se mantiveram mais baixos no terceiro dia
po6s-parto em relagdo ao vigésimo oitavo dia, mas ambos os valores ainda assim estdo
dentro dos valores reportados por Gozzi et al. (2011), apenas com a excecdo do
colesterol que estava abaixo dos valores de referéncia tanto para todas as vacas do
experimento quanto para o grupo com lipidose hepatica. Estes resultados sdo
compativeis com o periodo inicial da lactacdo, na qual as vacas tém elevada demanda
metabdlica e baixa ingestdo de matéria seca. Desta forma, passam por um periodo de
balango energético negativo, demandando das reservas energéticas para suprir as
demandas metabdlicas (BAUMAN, 1980; DRACKLEY, 1999). Este perfil se
apresentou da mesma forma para vacas com lipidose hepética, somente com a excecao
da GGT, a qual esteve mais baixa no terceiro dia pés-parto em relacdo ao vigésimo

oitavo.

Quando analisados os valores de AST tanto para o grupo total, quanto para as
vacas com lipidose hepatica, percebe-se que os valores estdo dentro dos padrbes de
referéncia e ndo sofreram grandes alteracGes. De acordo com Divers & Peek (2018),
AST é uma enzima de fase aguda encontrada na mitocéndria e em menor quantidade no
citosol dos hepatdcitos, que é liberada em caso de lesbes hepaticas, acimulo de lipideos
hepaticos, inflamacBes, ou em lesGes musculares. Esta afirmacdo corrobora com 0s
achados das vacas do grupo total, no qual ndo houve diferencas significativas, e
também corrobora com o grupo de vacas com lipidose hepética, pois estes animais
apresentaram apenas um grau leve de acumulo de lipideos, sendo assim incapaz de
liberar grandes quantidades desta enzima na corrente sanguinea. Para Thrall et al.
(2015) AST é uma enzima que detecta lesdes hepaticas, mas que deve ser avaliada em
conjunto com os demais metabolitos para convergir a um diagnoéstico, devido ao seu

carater inespecifico de liberacéo.

As concentracfes de BHB e NEFA que as vacas apresentaram no terceiro dia
poOs-parto e as vacas com lipidose hepatica foram superiores as encontradas no vigésimo
oitavo para ambos o0s grupos. Segundo Pifieiro et al. (2019) este fato esta relacionado
com a menor ingestdo de matéria seca durante o periparto, sendo bem demarcado em
vacas com lipidose hepatica, o que leva o organismo a mobilizar uma maior quantidade

de NEFA das reservas, e por consequéncia aumento também de BHB para poder
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suportar a lactacdo vigente. Segundo Grummer et al. (2004) o periodo ao redor do parto
leva a baixa no consumo de alimentos, levando os animais ao BEN. O NEFA tem sido
relatado como um oOtimo marcador de metabolismo energético de pre-parto
(DUFFIELD, 2004). Bem como o BHB tem sido relatado como um bom marcador
energético do pos-parto (PUSHPAKUMARA, et al., 2003). Esses dois indicadores do

metabolismo energético sdo os mais utilizados atualmente.

Geralmente o NEFA, é liberado ao sangue a partir da lipomobilizacéo, e o BHB
encontra-se associado a oxidacdo dos NEFA demandados pelo BEN, fornecendo assim
grande parte da energia faltante ao organismo (BOBE et al., 2004). Segundo Quiroz-
Rocha et al. (2010) a medida que o consumo de alimentos vai se reestabelecendo com o
passar dos dias no pos-parto, ha tendéncia da estabilizacdo dos niveis de NEFA e BHB,
fato esse semelhante ao encontrado no presente estudo onde os niveis dos metabdlitos
para ambos 0S grupos estavam mais baixos no vigésimo oitavo dia pds-parto, em
relacdo ao terceiro dia pos-parto, indicando a estabilizacdo da demanda energética e o

incremento do consumo alimentar dos animais do presente estudo.

A FA é uma enzima de membrana inespecifica, com vérias isoformas, dentre
elas a hepatica, sendo que a maior parte da FA sérica é de origem hepatica, geralmente
presente nas células do epitélio biliar e nas membranas caniculares dos hepatocitos
(THRALL, et al., 2015). Quando analisado os resultados desta enzima, podemos
observar que, tanto para o grupo total de animais quanto para o grupo com lipidose
hepatica, seguiram o mesmo padrdo de elevacdo enzimatica no terceiro dia e baixa no
vigésimo oitavo dia p6s-parto, mas sempre dentro dos valores de referéncia. Segundo
Lacetera et al. (2004), a enzima FA tem relacdo com a mobilizacdo lipidica que leva a
deposicdo de lipideos na regido periportal, comprimindo os canaliculos biliares, o que
gera a liberacdo desta enzima. Como as vacas no pés-parto geralmente passam por um
periodo inicial de intensa mobilizacdo lipidica, pode ter se refletido no aumento dos
niveis de FA no terceiro dia em relacdo, ao vigésimo oitavo, onde 0 consumo e as
demandas ja estdo mais estabilizados. Segundo Divers & Peek (2018), a inflamacé&o do
parénquima também pode levar a obstrucdo de pequenos canaliculos biliares e a
liberacdo de FA de forma indireta, o que leva a FA em ruminantes a ter valores de
referéncia amplos, podendo dificultar a interpretacdo nos resultados nestas especies,

justificando a menor discrepancia de valores entre o grupo total de animais e o grupo

36



com lipidose hepatica. A enzima GGT teve os valores dentro do intervalo de referéncia,
sendo mais elevados no terceiro dia e mais baixos no vigésimo oitavo pos-parto para o
grupo total. GGT é uma enzima encontrada nas membranas e no citosol de células,
especialmente no epitélio dos ductos biliares e tibulos renais (GONZALEZ & SILVA,
2017). As vacas com lipidose hepatica apresentaram valores de GGT mais elevados no
vigésimo oitavo dia em relacdo ao pds-parto. I1sso pode ser fruto do maior tempo de
lipidose em relacdo as vacas no terceiro dia pés-parto, levando ao aumento desta
enzima nesta fase. 1sso pode ser corroborado por Thrall et al. (2015) que afirma que

esta enzima tem maior concentracdo dos tubulos biliares hepaticos.

Os valores de bilirrubina, no presente estudo se apresentaram estatisticamente
mais elevados no terceiro dia em relacdo ao vigésimo oitavo dia pos-parto, tanto para o
grupo total de vacas, quanto para o grupo com lipidose hepatica, ja quando olhamos s6
para as vacas que apresentaram lipidose estes valores estavam mais altos, mas ambas
estavam dentro dos valores de referencia citados por Gozzi et al. (2011). De acordo
com Gonzalez & Silva (2017), doencas que levem a perda da funcdo do sistema
hepatico, doencas de cunho inflamatério ou infeccioso que comprometam o sistema
biliar, levam ao acumulo do pigmento biliar, podendo levar ao aumento da bilirrubina
total. A billirubina é um metabdlito que naturalmente esta mais elevado na semana que
antecede o parto e se mantém por 4 a 5 semanas pos-parto. De acordo com Bertoni et
al. (2010) durante o periparto o figado geralmente passa por um processo inflamatério,
levando a diminuicdo da producdo de algumas enzimas que fazem a depuracdo da
bilirrubina, promovendo a sua elevacdo durante este periodo. Sendo assim, podemos
afirmar que o grupo total de vacas apresentou bilirrubina mais alta no inicio da lactacdo
em funcdo do processo inflamatorio sistémico que as vacas sofrem no pés-parto. De
acordo com Bionaz et al. (2007), a bilirrubina tipicamente se eleva no pds-parto e pode
ser consequéncia do processo inflamatorio do pés-parto ou por alguma patologia como
lipidose hepética. Nos ruminantes a hiperbilirrubinemia geralmente ndo é compativel
com doenca hepéatica, mas sim com lipidose, ou insuficiéncia hepatica cronica
(THRALL, et al., 2015). Dessa forma, podemos afirmar que a bilirrubina mais elevada
das vacas pds-parto com lipidose hepatica pode ter sido ocasionada em funcdo da

deposicéo de lipideos no figado, mesmo que de forma leve.
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As concentracdes de albumina e colesterol se apresentaram mais baixas no
terceiro dia em relacdo ao vigesimo oitavo dia pos-parto, tanto para o grupo total de
vacas quanto para o grupo com lipidose hepética (estatisticamente diferentes os dados
de colesterol para vacas do grupo total). JA quando avaliamos todas as vacas com ou
sem lipidose hepatica as que apresentaram lipidose tinham hipocolesterolemia. Além
disso as vacas do grupo total, e as do grupo com lipidose hepética apresentaram
hipocolesterolemia no terceiro dia pds-parto seguindo a referéncia de Gonzalez & Silva
(2017). Segundo Thrall et al. (2015), o colesterol sanguineo pode ser proveniente da
dieta, ou originario da metabolizacdo do acetil-CoA pelo figado. Em casos de
insuficiéncia hepatica os animais podem apresentar hipocolesterolemia, podendo estar
ligado ao consumo de matéria seca. Um estudo realizado com vacas leiteiras durante o
periodo de transicdo demostrou que a colesterolemia mimetizou a curva de ingestao de
matéria seca (GURETZKY et al., 2006). O colesterol reflete a concentracdo da
producdo de colesterol de origem hepética e do consumo alimentar, que geralmente na
ultima semana do pré-parto até a 6 semana pos-parto se mantém mais baixo, mas pode
aumentar dependendo da fonte alimentar de lipideos (BERTONI, et al. 1984). De
acordo com Burfeind et al. (2010) a producéo do colesterol tem uma forte relagdo com
0 consumo de matéria seca, que neste periodo inicial encontra-se reduzindo. De acordo
com um estudo realizado por Kim et al. (2013), verificou-se que vacas que perderam
mais de 1 ponto de condicdo corporal por periodo apresentaram maior chance de
desenvolver doencas no periodo pos-parto, e o colesterol correlacionou-se
negativamente com a perda de condicdo corporal e com o consumo de matéria seca.
Sepulveda et al. (2015) correlacionaram as concentragcfes de colesterol com o risco das
vacas desenvolver doencas, dentre elas a lipidose hepética, fato este que pode ser
percebido no presente estudo onde as vacas com lipidose hepatica tinha menor nivel de
colsterol. Eles associaram a hipocolesterolemia com lipidose hepatica e também com
baixo consumo de matéria seca que é afetado no pdés-parto imediato, mas que com o
passar dos dias vai se reestabelecendo, refletindo no presente estudo em niveis mais
elevados no vigésimo oitavo dia pos-parto, tanto para o grupo total de animais quanto
para o0 grupo com lipidose, podendo se afirmar também que o colesterol além de ter

relacdo com a lipidose hepatica, tem uma forte relagdo com o consumo de alimentos.

A menor concentragdo de albumina no inicio da lactacdo pode indicar que as
vacas de ambos 0s grupos podem ter passado por um processo inflamatdrio durante o
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periodo estudado. Segundo Bertoni &Trevisi (2013), a albumina se mantém mais
elevada até o final da gestacdo com niveis que se situam ao redor de 36 a 37 g/L, mas
no pos-parto apresentam uma pequena baixa, pois nesta fase ha um processo
inflamatorio, e por ela se tratar de uma proteina de fase aguda negativa tem a tendéncia
a diminuir durante os processos inflamatorios. De acordo com Thrall et al. (2015) a
concentracdo de albumina pode ser afetada alem da funcdo hepatica, pelos processos
inflamatorios orgénicos, pois a albumina é uma proteina que leva cerca de 21 dias para
ser sintetizada e ter seus niveis reestabelecidos. Isto sugere que as vacas do presente
estudo sofreram algum processo inflamatdériono periodo periparto, mas que foi

reestabelecido com o decorer da lactacéo.

Ao avaliarmos o IFH das vacas do presente estudo (-1,26), podemos perceber
um bom nivel de funcdo hepatica, pois situa-se muito préximo a 0. Segundo Leblanc
(2012) as vacas no poOs-parto geralmente enfrentam um periodo de inflamacéo
sistémica, por consequente também hepatica que pode levar a diminuicdo da funcédo
deste importante 6rgdo. Trevisi et al. (2013) afirmam que geralmente as vacas no pos-
parto que apresentam boa funcdo hepética tem o seu IFH ao redor de -1,5 ou acima.
Ainda, segundo o mesmo autor, as vacas que apresentam inflamagdo ou alguma
patologia hepatica tém a tendéncia de apresentarem um IFH extremamente baixo, o que
corrobora com os dados do presente estudo onde as vacas lipidose hepéatica pos-parto
apresentaram o IFH mais baixo (r= -3,46), se comparado com vacas sem lipidose (r= -
1,02). Isto indica que ha uma alta relagdo entre a confirmacéo da lipidose hepética e o
indice de funcdo hepética. Este fato era esperado devido ao IFH levar em conta a
variacdo dos valores de albumina, colesterol e bilirrubina que sofrem influéncia da

lipidose hepatica.

No presente estudo ambas as formas de avaliacdo de ECC tiveram valores
médios no periodo préximo ao parto muito semelhantes entre si, sendo que o método
subjetivo foi de 3,10 e objetivo de 3,16 no terceiro dia pos-parto e de 2,91 de forma
subjetiva e de 2,99 de forma objetiva no vigésimo oitavo dia pds-parto, com a perda
média de ECC entre o terceiro e o vigésimo oitavo dia pds-parto de 0,19 pontos para o
método subjetivo e 0,17 pontos para 0 método objetivo. No estudo de Graugnard et al.
(2013) as vacas que pariram com ECC médio de 3,5 tiveram maior incidéncia de

infiltracdo hepatica e apresentaram ECC igualado aos 28 dias as vacas que pariram com
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ECC médio de 3,0 e 0 mantiveram. Isto é corroborando por Reid et al. (1986), na qual
afirma que as vacas excessivamente gordas tém uma maior probabilidade de
desenvolverem esteatose hepatica comparado com as mais magras. A predisposicdo de
ter lipidose hepéatica aumenta quando as vacas apresentam ECC acima de 3,5
(TREACHER et al., 1986; JORRITSMA et al., 2001). Durante o presente estudo, 0s
animais apresentaram ECC ao parto ao redor de 3,0 e podemos observar que, em ambas
as formas de avaliagdo do ECC, os animais perderam ECC, convergindo para um escore
mais baixo aos 28 dias pos-parto, mas sem apresentar grandes perdas. De acordo com
Garnsworthy (2013) o ideal é que as vacas apresentem um escore ao redor de 3,25 no
parto para minimizar os problemas desta fase. Quando observamos o0 ECC meédio por
ambas as formas de avaliacdo, podemos perceber que eles estdo muito préximo do ideal
citado pela literatura para diminuir o risco de doengas como a lipidose hepatica, o que
pode ter sido decisivo para a baixa incidéncia desta patologia em nosso estudo. Além
disso a perda de ECC apresentada no vigésimo oitavo dia pds-parto para ambos 0s
métodos de avaliacdo foi muito pequena o que pode ter contribuido para a baixa
incidéncia de lipidose hepatica em nosso estudo, dados estes que corroboram com Bobe
et al. (2004), o qual afirma que o principal fator predisponente para desencadear a

lipidose hepatica é a perda de ECC de forma demasiada.

Quando avaliada a relacéo entre o ECC subjetivo (visual) e objetivo (cdmera) ao
terceiro dia pés-parto (r= 0,72), e ao vigésimo oitavo dia pds-parto (r= 0,76), podemos
perceber uma boa relacéo entre as duas formas de mensuragdo. Ambos os métodos tém
uma boa semelhanca entre resultados apresentados (VANROBAYS et al.,, 2015).
Quando olhamos o delta da relacdo (r= 0,34) podemos perceber que ha espaco ainda
para se melhorar a relacdo de semelhanca dos dois métodos de avaliacdo. De acordo
com Song et al. (2018) o método objetivo de avaliagdo do ECC tem efeito e propdsito
similar aos métodos manuais e semi-automaticos disponiveis para uso, também
apresenta boa avaliacdo morfométrica, mas carece de um sistema de interpretacdo

destes dados mais eficiente, aumentando assim a sua preciséo.

4.1.6 Conclusao

Pode se concluir que vacas com infiltracdo lipidica tem hipocolesterolemia em
relacdo as vacas higidas, também no 28° dia tém maiores concentracbes de BHB e
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menores concentracdes de colesterol que o grupo controle no mesmo periodo. O indice
de avaliacdo da funcdo hepatica tem boa relacdo com a alteracdo dos parametros
sanguineos, sendo assim um bom indicador de lipidose hepética no pds-parto. O método
de avaliacdo do ECC objetivo tem boa relacdo com o método subjetivo, mas carece

ainda de ajustes para melhorar a performance.
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4.1.8 Figuras
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Figura 1: Mostra a correlagdo entre o escore de condi¢do corporal (ECC) obtido de
forma subjetiva (visual) e objetiva (camera) no 3° e 28° dia p6s-parto.
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Figura 2: Mostra a correlagdo entre a diferenca (A) obtida pela forma subjetiva e

objetiva de avaliacao.
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4.1.9 Tabelas

Tabela 1. Valores médios e desvio padrdo dos metabdlitos e escore de condicao
corporal (ECC) no terceiro e vigésimo oitavo dia pds-parto (N=51).

. . Valor de Terceiro dia Vigésimo oitavo dia
Indicador (unidades) . ; ,
referéncia pos-parto pos-parto
AST (U/L) <132* 49,74 + 17,34 48,68 + 19,78
Albumina (g/L) 27 - 35* 32,94 + 2,49 34,04 £2,18
BHB (mmol/L) <1,4* 0,51+ 0,20 0,47 +0,17
Bilirrubina (mg/dL) <0,54** 0,11%+ 0,07 0,06° + 0,02
Colesterol (mg/dL) 80 - 120* 54,57°+ 11,43 109,90° + 26,47
FA (U/L) <196** 138,01 + 51,58 81,13 £ 24,55
GGT (U/L) <39** 27,60 £ 9,79 26,96 + 5,34
NEFA (umol/L) <700* 577 + 371 364 + 234
ECC objetivo (cAmera) 1-5 3,16 £ 0,24 2,99 £ 0,24
ECC subjetivo (visual) 1-5 3,10 £ 0,20 2,91 +0,20

*GONZALEZ & SILVA, (2017); ** GOZZI et al. (2011). Letras diferentes indicam diferenca

significativa para o indicador (P< 0,05)

Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo dos metabdlitos e escore de condicao
corporal (ECC), no terceiro e vigésimo oitavo dia pds-parto das vacas com lipidose (N=

5).

oo (i) e Teo Vs o oo d
AST (U/L) <132* 52,0 £ 15,12 49,60 + 14,04
Albumina (g/L) 27-35* 32,04 + 2,06 32,78 + 2,47
BHB (mmol/L) <1,4* 0,51+0,22 0,50 +£0,21
Bilirrubina (mg/dL) <0,54** 0,13°+0,03 0,08°+0,03
Colesterol (mg/dL) 80-120 52,26 £ 12,98 82,95 +22,71
FA (U/L) <196** 114 + 42,33 94,60 + 35,59
GGT (U/L) <39** 26,77 11,44 27,35+ 7,13
NEFA (umol/L) <700* 692 + 391 386 + 346

*GONZALEZ & SILVA, (2017); ** GOZZI et al. (2011). Letras diferentes indicam diferenca

significativa para o indicador (P< 0,05).
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Tabela 3. Valores médios e desvio padrdo dos metabdlitos das vacas com sem lipidose

hepatica (N=102).

. . Valor de Vacas sem Vacas com lipidose

Indicador (unidades) .. _ " o
referéncia lipidose hepatica hepatica

N= 92 10
AST (U/L) <132* 49,36 £ 39,99 50,80 + 19,06
Albumina (g/L) 27-35* 33,61 +5,77 32,41 + 4,68
BHB (mmol/L) <1,4* 0,49 £ 0,03 0,50 + 0,04
Bilirrubina (mg/dL) <0,54** 0,08+ 0,04 0,10+ 0,01
Colesterol (mg/dL) 80-120* 83,83+ 32,77 67,61+ 26,92
FA (U/L) <196** 110,15 + 56,91 104,30 £ 64,45
GGT (U/L) <39** 27,31+ 6,48 27,06 + 8,01
NEFA (umol/L) <700* 463 £ 105 538 + 125

*GONZALEZ & SILVA, (2017); ** GOZZI et al. (2011). Letras diferentes indicam diferenca

significativa para o indicador (P< 0,05)
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4.2.1 ABSTRACT

Introduction: Milk is one of the six most important animal products produced in Brazil
and plays an important role in the economic sustainability of many rural areas. The
incidence of metabolic disorders in dairy cows has increased as a result of intensive
production practices and genetic selection for high milk yield. Among such disorders,
liver lipidosis is very frequently observed and has significant negative effects on cow
health and milk yield. Severe energy supply deficit causes high fat mobilization,
resulting in rapid body condition loss and liver lipid infiltration, which cannot always
be detected by blood biochemical indicators. The main objective of the study was to
determine possible associations of blood biochemical parameters with liver lipid
infiltration severity in high-yield multiparous Holstein cows between prepartum and
postpartum periods.

Materials and Methods: Fifty-four high-yield Holstein cows from a herd managed in a
free-stall system in the northwest region of the state of Rio Grande do Sul, Brazil were

evaluated. Cows divided in two groups according to their physiological status. Group 1
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included 19 prepartum cows, with an average milk yield of 44.7 L/d in the previous
lactation, and 2.8 average parity, and group 2, 35 postpartum cows, with an average
milk yield of 46.8 L/d in the previous lactation, and 2.5 average parity. Total cholesterol
(CH), triglyceride (TGp), beta-hydroxybutyrate (BHB), albumin (ALB), non-esterified
free fatty acids (NEFA) levels, and aspartate aminotransferase (AST) and creatine
kinase (CK) activities were analyzed in the plasma and triglyceride (TGI) levels in liver
tissue samples.

Results: An overall incidence of 20% severe hepatic lipidosis was determined both in
prepartum and postpartum cows. Positive correlations between days in milk (DIM) and
AST (r=0.43, P<0.01), CH and TGp (r= 0.44; p<0.01), TGl and AST (r=0.32; P<0.05),
NEFA and AST (r= 0.45; P<0.01) and CK and AST (r= 0.447; P<0.01) were
determined. Negative correlations between TGp and DIM (r= -0,45; P<0,01), and
between TGI and TGp (r=-0.30; P<0.05) were detected.

Discussion: Prepartum cows showed moderate fat infiltration in the liver, while 25.7%
of postpartum cows and 20% of all cows presented severe lipidosis, and their TGp
values suggested higher degree of fat infiltration and lipolysis in the liver. AST values
increased as lactation progressed, suggesting a greater tendency of liver damage, at least
immediately postpartum. The obtained CK values were within the reference range,
except for the cows with hepatic lipidosis, indicating that the measured AST originated
from the liver and non-muscle tissues. Plasma TG, NEFA and AST values indicate the
degree of fat mobilization and TG infiltration in the liver. Although negative energy
balance (NEB) may trigger lipolysis and some degree of hepatic lipidosis, plasma BHB
values did not significantly increase. The obtained results show that the evaluated

plasma parameters may be useful to establish guidelines for the identification of

50



changes in the metabolic profile of dairy cows during different production stages, as

well as measures for the prevention and control of metabolic disorders.

Keywords: dairy cows, free fatty acids, liver lipidosis, triglyceride levels.

4.2.2 INTRODUCTION

Milk production is an important economic activity worldwide [17]. In Brazil, it is one
of the largest animal industries, and accounts for the economic sustainability of many
rural areas. Today, Brazil has approximately 1,300,000 dairy farms, employing at least
3.6 million people and contributing 34.3 billion Brazilian reals to GDP (Gross Domestic
Product), with an average growth of 5% per year [15].

Due to intensive management practices and genetic selection for high milk yield, a
higher incidence of metabolic disorders, known as production diseases, has been
observed [22]. In dairy farms with high milk production, metabolic diseases can affect
more than 50% of the herd [11]. Such disorders are generally caused by severe energy
supply deficits on the onset of lactation, which lead to accelerated body condition loss
as a result of excessive body fat mobilization and lipid oxidation, consequently
increasing lipid deposition in the liver [24,34]. Friggen et al. [21] suggest that the
process of lipid mobilization is a natural phenomenon in most mammals, and it is part
of an orchestrated internal activity between energy demand and supply to support the
onset of the new lactation.

The adipose tissue is the largest energy reserve of mammals and it used as an energy
source when dietary energy availability is low [1]. Although several tissues are
involved in the process of fatty acid utilization, the liver is the most important organ for
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the maintenance of metabolic homeostasis during periods of nutrient imbalance,
particularly of blood glucose levels. When body reserves are mobilized, the liver
receives a high amount of fatty acids from the adipose tissue, which must be oxidized to
supply the animal’s energy requirements [20].

Hepatic lipidosis, also referred as hepatic steatosis or fatty liver, is a common condition
in dairy cows, and it is considered as one of the most detrimental metabolic disorders
[43]. Bobe et al. [8] defined hepatic lipidosis as the level of liver triglycerides (TG) that
causes negative effects on health, welfare, productivity and reproductive performance
of dairy cows. In the long term, high TG levels negatively affect reproductive
performance and milk production, as they disrupt the normal metabolic functions of the
liver tissue, and have been associated with dystocia, infectious puerperal diseases, and
inflammation [23,24,25]. Jorritsma et al. [30] performed a study with 218 dairy cows
and observed a 54.1% prevalence of hepatic lipidosis, defined as TG levels higher 50
mg/g of fresh liver tissue.

Due to difficulty of evaluating the degree of hepatic lipidosis in dairy cows in the field,
this study aimed at evaluating the relation between liver TG levels and those of several
common blood biochemical parameters, such as triglycerides, total cholesterol, free
fatty acids, beta-hydroxybutyrate, albumin, and the activities of the enzymes aspartate
aminotransferase and creatine kinase, in order to obtain information that may allow
diagnosing this type of metabolic disorder in high-yield dairy cows under practical

conditions.

4.2.3 MATERIALS AND METHODS

Location and animals
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This study was carried out on a commercial dairy farm, located in Condor, state of Rio
Grande do Sul, Brazil. The cows were housed in a free-stall system.

Fifty-four Holstein cows were evaluated. Cows were classified, according to their
physiological status as prepartum cows (N= 19) and postpartum cows (N= 35).
Prepartum cows were multiparous, with 2.8 average parity (2 to 6 calvings), average
milk yield of 44.7 L/d in the previous lactation (100 days) and were evaluated, on
average, on day -7.5 before calving (-1 to -13 days). Postpartum cows had 2.5 average
parity (1 to 5 calvings), average milk yield of 46.8 L/d (100 days of lactation), were
evaluated, on average, on day 6.6 of lactation (1 to 17 days). The farm produced 10,000
kg milk per year, containing 3.5% of fat, 3.2% of protein and 4.7% of lactose.

All cows were fed balanced diets to meet the nutritional requirements of Holstein cows
during the dry period and lactation as recommended by the NRC (2001). The prepartum
diet was composed of corn silage, wheat straw, corn meal, wheat meal, soybean meal,
minerals and vitamins. The postpartum diet was composed of corn silage, wheat silage,
wheat straw, corn meal, soybean meal, soybean hulls, cottonseed meal, minerals and
vitamins.

Sample collection

All cows were submitted to liver biopsy using a Tru-Cut® needle through a 1-cm long
incision in the 11" intercostal space, according to the methodology described by Van
den Top [51]. Samples of approximately 35 mg of tissue were collected in duplicate,
and stored in 2-mL microtubes containing Hartman solution (130 meq of sodium, 4 meq
of potassium, 3 meq of calcium, 109 meq of chloride, and 28 meq of lactate per L).
Tubes were maintained at -10°C until and during transportation to the laboratory
(Lacvet, School of Veterinary Medicine, Federal University of Rio Grande do Sul,

Brazil), where they were frozen at -20°C until analyses.
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Blood samples were collected in 10-mL heparinized vacuum tubes (Vacutainer®,
Becton Dickinson, Brazil), and maintained in a cooler until arrival at the lab. In the lab,
blood samples were centrifuged at 2,500 rpm for 10 min, and the obtained plasma was
immediately placed into microcentrifuge tubes and frozen until analyses.

Biochemical analyses

Plasma levels of free fatty acids (non-esterified fatty acids; NEFA)? beta-
hydroxybutyrate (BHB)", triglycerides, total cholesterol?, albumin?, and the activities of
the enzymes aspartate aminotransferase (AST)? and creatine kinase (CK)? were
measured [42] using an automatic analyzer®.

In liver samples, a lipid extract was obtained using the method described by Starke et
al. [49]. The Hartmann solution tubes containing liver samples were thawed at room
temperature. The liver sample was removed from the tube using tweezers, and placed
on absorbent paper for 10 seconds in order to remove excessive humidity and fibrin
residues. Samples were then placed in a round bottom, duly-identified tube, capped, and
weighed on analytical scale (0.1-mg precision). The samples were then manually
homogenized inside the tube for 2 min. Both liver homogenates and their respective
empty tubes were weighed. Total liver fresh homogenate weight was calculated as liver
homogenate weight minus empty tube weight.

Total lipid extraction was based on the technique described by Starke et al. [49] with
the modifications introduced by Galvis et al. [25]. Two mL of a 3:2 mixture of hexane
at 95% and isopropanol were added to the tube containing the liver homogenate. Tubes
were tightly sealed, and placed in a vertical rotor at 30 rpm at room temperature for 24
hours, after which 1 mL of sodium sulfate solution (Na,SO,) at 0.455 mmol/L was
added to each tube. The tubes were vortexed at 2,000 rpm for 2 min, and then

centrifuged at 2,500 rpm for 5 min. The supernatant was transferred to a duly-labeled
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and weighed tube. In order to ensure complete rinsing of the sample residue, 1 mL of
hexane was added again to the precipitate, which was vortexed at 2,000 rpm for 2 min,
and then centrifuged at 2,500 rpm for 10 minutes at room temperature. The supernatant
was removed and added to the tube containing the previously-obtained supernatant. The
open tubes were then allowed to evaporate until reaching room temperature to ensure
the complete removal of the solvents, weighed, and their respective empty tube weight
was subtracted to obtain total extracted lipid weight. Total lipid content was
gravimetrically calculated as mg of total lipids per g of liver tissue, considering the
initial weight of the fresh liver homogenate.

The tubes containing the lipid extract were capped and refrigerated at 3°C until
triglyceride quantification, according to the technique described by Galvis et al. [25]. A
volume of 500 pL of hexane at 95% was added to the tubes containing an average of
4.4 mq lipid extract in order to achieve sufficient volume to allow the determination of
triglycerides and to dilute total lipids to the concentration range required for these
determinations. The method previously described by Starke [49] with modifications
was applied. As the obtained volume of liver homogenate was low, the resulting
volume of total lipids extracted was low. The determination of triglycerides in the
extract was performed by spectrophotometry using the same methodology applied for
triglyceride determination in the plasma (Labtest, Brazil).

Lipidosis was classified as a function of lipid deposition in the liver samples, according
to the method described by Bobe et al. [8]. Lipidosis was considered mild when
samples presented between 1 to 5% TG infiltration, moderate between 5 and 10% TG

infiltration, and severe with TG infiltration than 10% of the liver tissue.

Statistical analysis

55



The SPSS statistical software [54] was used for the statistical analyses. obtained data
were analyzed for normality by the Shapiro-Wilk test and for homoscedasticity by
Bartlett test. Data were submitted to analysis of variance, and means were compared by
the t-test (PROC TTEST). Pearsons’ correlation test (PROC CORR) was used to
compare the results between prepartum and postpartum cows, and between those with

and without lipidosis.

4.2.4 RESULTS

Table 1 shows the liver triglyceride and plasma biochemical results obtained in
prepartum and postpartum cows. Prepartum cows presented higher plasma triglyceride
levels (P<0.05) than postpartum cows, while higher liver triglyceride and NEFA levels
and AST and CK activities (P<0.05) were determined in postpartum cows than in
prepartum cows. Liver triglyceride levels in prepartum cows was 50 to 100 mg/g of
tissue, while 25.7% (9 out of 35 cows) of postpartum cows presented triglyceride levels
higher than 100 mg/g tissue.

Table 2 shows liver triglyceride values and plasma biochemical indicators of cows with
hepatic lipidosis and without lipidosis. Despite the lack of statistical significance, cows
with lipidosis showed numerically higher TGIl, NEFA, BHB levels and AST and CK
activities compared with those without lipidosis, which plasma TG, CH and ALB levels
were numerically higher than those with lipidosis. Overall, 20% of cows with lipidosis
presented liver TG levels higher than to 100 mg/g tissue. The values of all parameters
were within the reference ranges, except for CH, which values were lower both in cows

with and without lipidosis, and CK activity, which were higher in cows with lipidosis.
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The analysis of the correlations among metabolic parameters showed significant
negative correlation between days in milk (DIM) and plasma triglycerides (TRp)
(Figure 1a), and significant positive correlation between DIM and plasma AST activity
(Figure 1b). A negative correlation between plasma and liver TG levels, indicating that
plasma TG levels increased as liver TG levels decreased (Figure 2a). Figure 2b shows
the negative correlation between plasma TG and NEFA. On the other hand, during the
peripartum period, plasma CH levels period were positively correlated with plasma TG
levels (Figure 2c). Figures 3a and 3b show a significant positive correlation between
AST activity and liver TG and plasma NEFA levels, despite the high variability. Figure

3c show a positive correlation between AST and CK enzyme activities.

4.2.5 DISCUSSION

The obtained biochemical indicator values were within the reference ranges reported for
dairy cows [42], except for cholesterol in both groups, and CK activity in postpartum
cows with lipidosis, and TG levels in prepartum cows. Liver TG levels determined in
prepartum cows (50 to 100 mg/g of tissue) indicate the presence of moderate liver
lipidosis [8]. On the other hand, severe liver lipidosis was detected in 25.7% of
postpartum cows and 20% of both prepartum and postpartum cows presenting liver
lipidosis, corresponding to liver TG levels higher 100 mg/g of tissue, according to the
classification of Bobe et al. [8]. During the transition period, cows typically start
mobilizing their body reserves [38]. Some authors, such as Friggens et al. [21], state
that it is a natural phenomenon, commonly observed in most mammals, and part of an
orchestrated internal activity to support the onset of the new lactation [4]. When cows

mobilize adipose tissue, their fatty acid oxidation capacity [54] may be overwhelmed,
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resulting in the accumulation of liver TG, increased activity of plasma enzymes such as
AST, and increased production of ketone body [29,54], which may lead to metabolic
disorders such as ketosis and liver lipidosis [31,54].

The extensive physiological and metabolic changes that occur during the peripartum
period may cause metabolic disorders due to the limited ability of the liver to synthesize
and secrete very low-density lipoproteins (VLDL), compromising TG liver export
during periods of great liver uptake of NEFA [6], resulting in TG accumulation in the
liver. The production of NEFA and ketone bodies, which serve as alternative energy
sources, are a result of the body adaptation to the negative energy balance (NEB)
observed during the transition period [44]. Undoubtedly, an excessive increase in the
production of these metabolites indicates poor adaptive response to NEB [44], and has a
direct negative effect on animal health and welfare [39].

The negative correlation between days in milk (DIM) and plasma TG levels (TRP)
detected in the present study is consistent with the reports of several authors on plasma
TG levels around calving [3,13,39,53]. This finding is very frequent during the
transition period, particularly during prepartum, as also detected in the present study in
both prepartum and postpartum cows, which plasma TG levels were higher than the
reference values. During peripartum, cows experience several metabolic changes in
preparation for lactation, including a decrease in plasma glucose levels concurrent with
the mobilization of body reserves [5,7,16]. As the cow is not able to consume enough
feed to supply its energy requirement, it mobilizes body fat reserves as an alternative
energy source to maintain glycemia [18].

The positive correlation between DIM and plasma AST activity results of the present
study are in agreement with the study of Stojevi¢ et al. [50], who also found variable

AST activities during the peripartum. Van den Top [51] determined that AST activity
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was highest during the first days of lactation, whereas the lowest values were detected
during the dry period. AST is an acute-phase enzyme found in the mitochondria and in
a smaller amount in the hepatocyte cytosol, and it is released when there are liver
lesions, accumulation of lipids in the liver, inflammation, and muscle lesions [50]. The
AST values obtained in the present study are higher compared to those reported by Van
den Top [51], and were statistically higher in cows with liver lipidosis than those
without lipidosis, although within the reference range for cows during the transition
period [42]. AST activity shows slight and irregular changes during pregnancy and
carly lactation due to changes in the cow’s energy status due to several metabolic
changes that produce an immediate response. As a consequence, changes in plasma
AST activity may be a result of cell activity degree, mainly in the liver, but also a
reflection of possible damage of the cell structure [51]. This explains the higher AST
activity presented by cows with liver lipidosis than those without lipidosis due to the
cell damage as a result of fat accumulation in hepatocytes.

The negative correlation between liver and plasma TG levels suggests that plasma TG
levels may be used as an indicator of liver lipidosis severity. In the present study, all
cows showed higher liver TG levels than those reported by Starke et al. [48] and
Contreras et al. [12] . Liver TG levels of 20-50 mg/g of tissue indicate moderate degree
of fat infiltration, whereas levels higher 100 mg/g of liver indicate high degree [32,44].
Among the several indicators currently used to determine the presence of different
metabolic disorders in dairy cows, liver TG levels are used to identify cows with
hepatic lipidosis [49], a frequent disorder during peripartum related to the mobilization
of body reserves [52]. During the peripartum period, nutritional imbalance is frequente,
and one of the main consequences is the presence of high blood fatty acid levels [12].

The negative correlation between plasma TG and NEFA levels also support an inverse
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relationship between plasma TG levels and lipolysis. NEFA are the blood metabolites
most directly associated with energy balance, with the highest levels determined during
in the late dry period (close-up), particularly between calving day and the first week
postpartum [30]. On the other hand, Fioreet al. [19] mentioned that under NEB (usually
in the first three postpartum weeks), both growth hormone and glucagon expression and
tissue response increase, promoting lipolysis, resulting in an elevation of circulating
NEFA levels. The NEFA values obtained in 90.7% of the cows of the present study
were lower than 500 pumol/L, indicating low fat mobilization. These results are in
agreement with those reported by Diaz-Gonzalez et al. [13], who found NEFA values
between 237 and 536 pumol/L in cows with low and high lipid mobilization,
respectively.

Plasma cholesterol results were positively correlated with plasma TG levels, but were
lower than the reference values in cows with and without hepatic lipidosis and those in
peripartum [42]. In general, both cows in peripartum and those with hepatic lipidosis
have low cholesterol levels due to their low dry matter intake during this period [32].
Plasma cholesterol values reflect feed intake and endogenous cholesterol production
[35]. These factors may have contributed to the low cholesterol levels determined in
both groups. The obtained cholesterol levels were lower than those reported by
Mohebbi-Fani et al. [40] in Holstein cows immediately postpartum, but higher than
those reported by Carlson et al. [10] and by Piccione et al. [42], who also studied
Holstein cows in the peripartum period. The concomitant increase in plasma cholesterol
and TG values are consistent with those reported by Seif et al. [47] who determined a
rapid increase in plasma cholesterol values in early lactation. Kessleret et al. [32]
mentioned that, in addition to glucose and lipid metabolism, cholesterol metabolism

should adapt to the beginning of the new lactation. The liver synthesis of cholesterol
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and other metabolites occurs mainly as a response to mammary gland needs and as a
result of the changes that occur during homeorhesis and metabolic adaptation of the
liver during early lactation [26].

The positive correlation between AST activity and liver TG levels suggests the presence
of liver injury as lipid infiltration increases, albeit with high variability. This variability
suggests the capacity of individual cows to maintain liver tissue integrity in response to
liver TG accumulation. In the present study, AST values were within the reported
reference values (<132 U/L) [42] in most of the cows, and consistent with those
reported by Galviset al. [25], who found high AST values during postpartum, probably
due to the continuous metabolic load imposed the onset of lactation. Djokovic et al. [14]
found positive correlations between the liver lipid infiltration degree and fat
mobilization markers (NEFA, BHB, and AST) as in the present study. According to
those authors, AST activity expression in the liver tissue indicates liver injury and to a
great extent contributes to evaluate possible tissue damage [35,37,41]. On the other
hand, Ahmadi et al. [2] mentioned that the analysis of AST is not sufficiently reliable to
diagnose liver changes, mainly due to the wide variation of AST serum levels among
individuals, in addition of not being sufficiently sensitive in ruminants to be used as an
indication of liver function. The positive correlation between AST and liver TG levels
clearly indicates a disorder, since liver TG levels increase due to the high NEFA
amounts received by the liver in response to lipolysis as a result of the mobilization of
fat reserves accumulated as triglycerides [27, 33].

The physiological variation of CK and AST enzymes estimated for dairy cows is above
200 U/L and 132 U/L, respectively [48]. Sattler& Furll [46] determined a CK activity of
309 U/L in cows in 1-3 weeks postpartum, which values are higher than those obtained

in the present study. On the other hand, Marutsova [37] reported CK values of 148-171
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U/L and AST values of 105-108 U/L in dairy cows between 0 and 45 days postpartum,
which values are close to those determined in this study. Most of the values CK and
AST values determined in the present study are within the reference values reported by
Bobe et al. [8] and Contreras et al. [12], except for CK in cows with hepatic lipidosis
[42]. Plasma AST activity provides information on liver damage, as it is found in the
cytosol (40%) and mitochondria (60%) of cells [8,13]. Changes in AST plasma activity
occur as a result of increased tissue activity (mainly of the liver) and as a reflection of
damage of the cell structure [51]. We hypothesize that several of the evaluated cows
presented hepatic lipidosis as AST values were higher than the physiological value.
Undoubtedly, it may be assumed that this condition may change, because NEFA, BHB
and plasma TG values were within the normal reference values for Holstein cows
during the initial lactation period. On the other hand, plasma CK activity remained
within the reference values. This enzyme of muscular origin is analyzed to differentiate
possible increases of AST of non-hepatic origin [28]. Therefore, in the present study, it
is possible to assert that the observed AST changes reflect liver and not muscle lesions,
except for those with hepatic lipidosis, which presented high AST activity and CK
activity higher than the reference value, which may indicate liver injury. In general,
hepatic lipidosis tends to increase muscle proteolysis. As cows have low dry matter
intake, muscle-derived amino acids are need to supply protein requirements, which
increases CK activity [51].

The obtained plasma albumin levels were within the reference value in all evaluated
cows [42]. Despite the lack of statistical difference, the numerically lower albumin
levels at the onset of lactation in postpartum cows presenting hepatic lipidosis may
indicate that these animals may have experienced an inflammatory process during

postpartum. Albumin levels remain high until the end of gestation; however, they
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slightly decrease postpartum as there is an inflammatory process, because albumin is a
negative acute phase protein [13]. According Van Den Top et al. [51] in addition to
liver function, albumin levels may be affected by inflammatory processes, because
albumin is a protein that takes about 21 days to be synthesized and to reestablish its
normal levels. This suggests that postpartum cows with hepatic lipidosis suffered from
an inflammatory process but recovered during lactation, which is in agreement with the
literature [42].

BHB levels were within the reference value for all evaluated cows [42]. The finding of
BHB values not indicative of ketosis status reinforces the notion that NEB may trigger
lipolysis and even some degree of hepatic lipidosis without necessarily increasing BHB
levels if NEFA are completely oxidized, thereby reducing the production of
intermediate metabolites [13,36]. Undoubtedly, BHB levels should continue to be used

as NEB indicators because their applicability under field conditions [9].

4.2.6 CONCLUSIONS

The evaluation of the metabolic profile of dairy cows continues to be an invaluable tool
to evaluate specific changes experienced during specific stages of their production
cycle. Establishing the degree of hepatic lipidosis of postpartum cows in the field is still
difficult; however, the results of this study showed that blood indicators were closely
correlated with liver evidences of hepatic lipidosis. The significant negative correlations
between liver and plasma TG levels and between NEFA and plasma TG levels, as well
as the positive correlations between liver TG levels and AST activity and NEFA levels
and AST activity indicate that plasma TG and NEFA levels and AST activity can be

used as indicators of the degree of fat mobilization and liver TG infiltration. BHB
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values seem to be useful as indicators of negative energy balance, but not of hepatic

lipidosis.
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4.2.8 FIGURES

Figure 1. Correlation of days in milk (DIM) with: (A) plasma triglycerides (TGp) and
(B) aspartate aminotransferase (AST).
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Figure 2. Correlation between: (A) plasma triglycerides (TRp) and liver triglycerides
(TG), (B) plasma triglycerides (TRp) and free fatty acids (NEFA) and (C) plasma
triglycerides (TRp) and cholesterol (COL).
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Figure 3. Correlation between: (A) aspartate aminotransferase (AST) and liver
triglycerides (TGlI), (B) aspartate aminotransferase (AST) and free fatty acids (NEFA),
and (C) aspartate aminotransferase (AST) and creatine kinase (CK).
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Table 1. Mean and standard deviation of liver triglyceride levels and plasma
biochemical indicator values of prepartum and postpartum cows.

Indicators (units) Reference Prepartum Postpartum
Liver triglycerides (mg/g of tissue) < 50* 82.2° +13.6 96.2% + 23.8
Plasma triglycerides (mg/dL) 0-14* 20.4*°+6.1 8.8°+8.1
Cholesterol (mg/dL) 80 - 120* 66.8 + 20.6 58.7 £15.2
Free fatty acids (umol/L) < 500* 197° + 100 334% £ 1470
Beta-hydroxybutyrate (mmol/L) <l.4* 0.53+0.15 0.60 £ 0.20
Albumin (g/L) 27 - 35* 335+2.1 32.2+3.0
Aspartate aminotransferase (U/L) < 132* 60° + 16 90% + 25
Creatine kinase (U/L) < 200* 77" + 82 184% + 203

*[42]. Means followed by different superscripts letters indicate significant difference at P<

0.05.
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Table 2. Mean values and of standard deviation of liver triglycerides and plasma
biochemical indicators in cows with lipidoses and without lipidoses hepatic.

Indicators (units) Reference ~ Without Lipidosis  With lipidosis
N= 45 9

Liver triglycerides (mg/g of tissue) < 50* 86.23 + 39.72 116.56 + 110.69
Plasma triglycerides (mg/dL) 0-14* 13.44 £9.61 10.11 £ 4.36
Cholesterol (mg/dL) 80 - 120* 63.06 + 27.38 93.77 £ 43.69
Free fatty acids (umol/L) < 500* 264.88 + 237.19 350.55 + 341.28
Beta-hydroxybutyrate (mmol/L) <l.4* 0.57 £0.33 0.63+0.41
Albumin (g/L) 27 - 35* 32.77 £4.99 32.22 +£23.44
Aspartate aminotransferase (U/L) < 132* 73.95° + 46.67 106% + 113.19
Creatine kinase (U/L) < 200* 122.75° + 168.37 258.11% + 89.61

*[42]. Means followed by different superscripts letters indicate significant difference at P<
0.05.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A producdo de leite no Brasil vem passando por uma grande revolugédo
produtiva nos Ultimos anos, e nesta esteira as técnicas produtivas cada vez mais vém
sendo exigidas para garantir a menor incidéncia de doencas e a melhor produtividade
dos rebanhos, potencializando a lucratividade dos produtores rurais, seja eles pequenos
ou grandes.

Para entender melhor como as alteragdes bioquimicas clinicas se comportam,
em especial a lipidose hepética foi desenvolvido este estudo, a fim de dar um enfoque
bioquimico clinico que seja aplicvel no dia-dia da rotina dos veterinarios no trato com
as vacas.

A biopsia hepéatica comfirmou-se no presente estudo como a técnica ouro para
revelar os casos de lipidose hepética, sendo o método histologico de quantificacdo dos
lipidios no figado, o mais plausivel e confiavel para fazer esta mensuragdo quando
comparado ao método quimico de estracdo e quantificacdo dos lipidios, o qual esta
sujeito a muitas variaces de avaliacdo. A incidéncia de lipidose hepatica leve atinge as
vacas leiteiras alterando o perfil bioquimico de forma discreta, mas quando aplicado o
indice de funcdo hepatica podemos ver diferencas de funcionalidade hepética mais
palpaveis deste grupo em relacdo as vacas saudaveis.

Independente do perfil bioquimico a que pertenciam as vacas, elas tiveram a
tendéncia de apresentarem o colesterol baixo no pds-parto imediato. Se conseguirmos
adequar o ECC das vacas ao parto podemos minimizar as alteracBes bioguimicas e
amenizar a severidade e os efeitos da lipidose hepatica e suas consequéncias diretas e
indiretas nos animais. Também podemos afirmar que as novas técnicas automatizadas
para avaliar o ECC sdo boas ferramentas de avaliacdo, e no futuro poderdo ser usadas

em larga escala para dar agilidade e praticidade nas avaliacfes de ECC nas fazendas.
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