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RESUMO

A suplementacao pré-parto de betacaroteno foiadaliO conjunto de
dados continha 283 vacas holandesas que receberdratamento por mais de
14 dias (29,1 = 6,9 d). As vacas foram blocadagpares por paridade e data
prevista do parto e atribuidas aleatoriamente a@aesrtratamentos: Betacaroteno
(1,2 g/vacal/d. Rovimix, DSM) ou controle. O mesioie I[da TMR foi oferecido
a todas as vacas. O suplemento foi adicionado pma cda dieta e
completamente misturado uma vez ao dia. A produgfideite foi registrada
diariamente e amostrada aos 30,1 + 8,3 dias pds-pas distribuicbes de
frequéncia foram analisadas com 0 GENMOD do SASmpeio de regressao
logistica para dados binomiais. As variaveis camténforam analisadas com o
MIXED. Dentro de paridade, as estimativas ndo patacas da funcdo de
sobrevivéncia para as variaveis reprodutivas fomsmputadas usando o
método do produto-limite de Kaplan-Meier com o LTEEST. O teor sanguineo
de betacaroteno no inicio do experimento foi simig99 pg/mL,P=0,59) e
atingiu um pico a 3,26 pug/mL no dia -15 pré-paréwapvacas suplementadas
(2,62 pg/mL para o controle, P<0,01). A densidadlealostro, a producéo de
leite e o teor de solidos do leite foram semell&f@e0,32). A producdo de
leite a partir do dia 20 ao 109 da lactacédo fois3kd para primiparas e de 3.595
kg para multiparas (P<0,01). O Betacaroteno termleaumentar o teor de
proteina do leite de 2,90 para 2,96P%(,09) e para diminuir a propor¢éo de
primiparas com a relacao gordura sobre proteinieitlo>1,5, 25,8 para 9,7%
(P=0,10). A proporcdo de primiparas com parto dificCS>200.000
células/mL, metrite, progesterona >1 ng/mL em 242ed, % concepg¢do ao
primeiro servi¢co e % prenhez a 90 e 150 d foramefteantes P>0,46). Houve
tendéncia de diminuicdo da incidéncia de CCS>2@0.06lulas/mL em
multiparas suplementadas com betacaroteno (38s928,1%,P=0,12), outras
variaveis foram semelhanteR®>0,21). O Betacaroteno reduziu a proporcao de
multiparas com retencdo de placenta 12h pos-pat@9¢D% para 21,7%, o
tempo de liberacdo de placenta foi 392 min (340-$440a o Betacaroteno e 490
min (395-540) para o Controle (Mediana e intervdt confiangca de 95%.
Logrank P=0,05 e WilcoxonP=0,04). O Betacaroteno em primiparas nao
determinou a liberacdo da placenta (incidéncia 16j4%). Respostas nos
intervalos do parto ao primeiro estro, ao primeienvico e a concepcao néo
foram detectadas. A suplementagéo pré-parto dedveteno aumentou o teor
sanguineo em torno do parto. Nao houve resposextéeel na producdo de
leite ou desempenho reprodutivo. O Betacarotenwizieda incidéncia de
retencdo de placenta em vacas multiparas.

Palavras-chave Betacaroteno. Periodo de transicdo. Retencao laterma.



ABSTRACT

The pre-calving supplementation of beta-carotene esaluated. The
data set contained 283 Holsteins that receive@atnrent for >14 d (29.1+6.9
d). Cows were paired blocked by parity and expectdding date and assigned
to a treatment. Beta-carotene (1.2 g/cow/d. RovinB$M) or Control. The
same TMR batch was offered to all cows and betatene was top dressed per
cow once a day. Milk yield was recorded daily anthpled at 30.1+8.3 d post-
calving. Frequency distributions were analyzed VBENMOD of SAS using
logistic regression for binomial data. Continuoasiables were analyzed with
MIXED. Within parity, nonparametric estimates ofetlsurvivor function for
reproductive variables were computed using the yoblimit method of the
Kaplan-Meier method with LIFETEST. Blood beta-cara content at the start
of the experiment was similar (2.99 ug/ni0.59) and peaked at 3.26 pg/mL
on day -15 pre-calving for supplemented cows (2.8¢ZmL for Control,
P<0.01). Colostrum density, milk yield, and milk isisl content were similar
(P>0.32). Milk yield from d 20 to 109 of lactation w8405 kg for primiparous
and 3595 kg for multiparou?€0.01). Beta-carotene tended to increase milk
protein content from 2.90 to 2.96%8=0.09) and to decrease the proportion of
primiparous with a milk fat to protein ratio >1.Eofn 25.8 to 9.7%R=0.10).
The proportion of primiparous with difficult calgn SCC >200,000 cells/mL,
metritis, progesterone >1 ng/mL at 21 and 42 d,d¥ception at first service,
and % pregnant at 90 and 150 d were simi0(46). There was a trend for
decreased incidence of SCC >200,000 cells/mL intipaxbus supplemented
with beta-carotene (38.9%s. 28.1%pP=0.12), other variables were similar
(P>0.21). Beta-carotene reduced the proportion oftiparbus with retained
placenta 12 h post-calving from 29.9% to 21.7%gtiofi placenta release was
392 min (340 to 440) for beta-carotene and 490 (885 to 540) for Control
(Median and 95% confidence interval. LogRaRk0.05 and WilcoxonP=
0.04). For primiparous, beta-carotene did not deitez placenta release
(incidence was 15.4%). Responses in the intervata talving to first estrous,
to first service, and to conception were not detctThe pre-calving
supplementation of beta-carotene increased thedbdomtent around calving.
There was no detectable response in milk yieldepraductive performance.
Beta-carotene reduced the incidence of retainembpta in multiparous cows.

Keywords: Beta-carotene. Retained placenta. Transition period
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1 INTRODUCAO

Em sistemas de producédo de leite sob confinameitoénincomum a
utilizacdo de dietas baseadas em forragens conserva alta inclusdo de
alimentos concentrados. Esta condicdo geralmemte debaixa ingestdo e/ou
absorcéo de betacaroteno (Provitamina A), podesrdmpacto negativo sobre o
desempenho produtivo e reprodutivo e a salde des Vaiteiras.

Respostas benéficas em fertilidade de vacas &stdioram obtidas
quando betacaroteno foi suplementado apés o pAR&CHIGA et al., 1998;
DE ONDARZA et al., 2009). Entretanto, auséncia elgposta a suplementacéo
(AKORDOR et al., 1986; BINDAS et al.,, 1984), ou pesta negativa em
desempenho reprodutivo (FOLMAN et al., 1987), tédo $ambém relatadas. A
resposta a suplementagcdo com betacaroteno podetseminada pela duracdo
do periodo de suplementacéo, pelo teor de betacaroa dieta basal e pelo teor
sanguineo obtido. O desafio ambiental também détarmresposta do animal
ao betacaroteno suplementar (ARECHIGA et al., 1998)

O mecanismo de ac¢éo pelo qual a suplementacao etataboteno pode
determinar a eficiéncia reprodutiva de vacas leiteiparece envolver sua
conversdao em vitamina A no Utero e ovarios (CHEW akt 1982a;
SCHWEIGERT et al, 2001). A vitamina A esta relaeida com a implantacao e
o desenvolvimento embrionario (CLAGETT-DAME; DELUCA2002) e
também esta envolvida na expressdo génica de enzielacionadas a
esteroidogénese nos ovarios (WICKENHEISSER et2805). O betacaroteno
também pode ter agdo antioxidante, protegendo coempes celulares de
espécies reativas de oxigénio (YOUNG et al.,, 1985)sistema de defesa
antioxidante pode estar sobrecarregado no peria@tkinm ao parto, o que pode
ser fator predisponente a ocorréncia de enfermglhgadas ao sistema imune,

como retencdo de placenta, metrite e mastite (BEHRMN2ZCI et al., 2002,
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CASTILLO et al.,, 2005, LEBLANC et al.,, 2004). A damentacdo com
betacaroteno aumentou a resposta proliferativaimécitos e melhorou a
capacidade fagocitica de neutréfilos polimorfonads (MICHAL et al., 1994;
TJOELKER et al., 1988).

Aumentos na producéo de leite (ARECHIGA et al.,8)na producéo
de gordura no leite (DE ONDARZA et al.,, 2009) forambservados ao
suplementar vacas leiteiras com betacaroteno apgartm. O aumento da
secrecao de gordura no leite pode ser explicadoguehento no crescimento de
bactérias ruminais celuloliticas ao incubar fluidoninal com betacaroteno
(HINO et al., 1993). Outros autores ndo observaedgito na producdo e
composi¢cdo de leite em resposta a suplementacametdearoteno em vacas
leiteiras (BINDAS et al., 1984; KAEWLAMUN et al.,022; RAKES et al.,
1985; WANG; OWEN; LARSON, 1988).

No Brasil ndo é incomum a producdo de leite emiosanfentos de
pequena escala. Neste tipo de sistema de prodechsitel € operacionalmente
dificil a adocéo de dietas especificas para o gerimediatamente posterior ao
parto, devido ao pequeno numero de animais nedtgi@sda lactacdo.
Entretanto, estratégias nutricionais para o perintediatamente anterior ao
parto sdo normalmente adotadas, viabilizando odessuplementos nesta fase
do ciclo lactacional. Kaewlamun et al. (2012) e Wan al. (2013) relataram
ganho em saude uterina de vacas suplementadas etacatoteno antes do
parto. Além disso, Kawashima et al. (2009) demanain que vacas leiteiras
com teor mais alto de betacaroteno plasméatico atdegarto tiveram menor
intervalo entre o parto e o primeiro cio, sugerigi® a suplementacdo com
betacaroteno antes do parto pode ter efeito posstibre eventos reprodutivos
no inicio da lactacdo. Sendo assim, o objetivoedéstbalho foi avaliar a
resposta em desempenho produtivo e reprodutiveamidade de vacas leiteiras
em inicio de lactacao a suplementacao com betacaraintes do parto.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Betacaroteno e outros carotenoides

O betacaroteno é um dentre mais de 600 carotensiditizados por
todos os organismos fotossintéticos incluindo plsnalgas e cianobactérias e
também por algumas bactérias ndo-fotossintéti¢asgos. Os carotenoides sédo
encontrados tanto em plantas quanto em animaignpasses Ultimos séo
incapazes de sintetiza-los.

Betacaroteno, xantofila e licopeno sédo responsavespectivamente,
pelas coloragfes laranja, amarelo e vermelho ngsn@mos e representam o
principal grupo de pigmentos naturais. Em vegetaisjintese de carotenoides
nos tecidos fotossintéticos ocorre nos cloroplastosle estdo principalmente
sob a forma de um complexo carotenoide-proteinam@proteinas). Nos
tecidos ndo-fotossintéticos, os carotenoides spositados nos cromoplastos na
forma estrutural atbmica cristalina, como nos t@mat cenouras, ou Como
goticulas de 6leo como na manga e pimentdo (BRIT,TO®B3; KURZ,
CARLE; SCHIEBER, 2008).

O betacaroteno € um pigmento lipossolUvel de coada encontrado
principalmente em plantas (MCDOWELL, 2012). E uneqursor indireto de
retinol (Vitamina A), o qual ndo é encontrado negetais, sendo, assim, de
grande importancia nutricional para herbivoros.r@utarotenoides podem ser
convertidos em vitamina A pelos animais, mas aié&faa de conversao é
inferior a do betacaroteno (NATIONAL RESEARCH COUNG NRC, 2001).

As folhas de plantas contém de cinco a dez vezéesaaeotenoides que
os colmos, sendo que o teor nas forragens depensiatése e da degradacédo do
composto (LIVINGSTON et al., 1968b; MORRISON, 191Park et al. (1983)
demonstraram que a fertilizacdo com nitrogénio autowea concentracdo de
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carotenoides em forragens; uma possivel explicagi@ por ativacdo da
biossintese dos carotenoides por proteinas. A degfia dos carotenoides é
promovida por varios fatores, como radiacdo uloleta da luz solar, oxigénio
atmosférico (oxidacdo) ou enzimas (lipoxidasesk ge tornam ativas pela
decomposicdo das plantas (MCDOWELL, 2012). Em &ers colhidas e
armazenadas (silagens e fenos) a concentracdo @eatmeno diminui
rapidamente (BRUHN; OLIVER, 1978; PARK et al., 1983endo que ha
também correlacéo negativa entre a concentrac@etdearoteno e o tempo que
a forragem é estocada (BRUHN; OLIVER, 1978). Nosgu®s chuvosos, a
concentracdo de betacaroteno nas pastagens aumhevitly a maior presenca
de brotos, e a concentragdo diminui com o avangamdturidade da planta
(PARK et al., 1983).

2.2 Estrutura quimica dos carotenoides nos alimentos

Os carotenoides apresentam a estrutura basic&ratetgenos formados
por oito unidades isoprenoides de cinco carbongadds de tal forma que a
molécula é linear e simétrica com a ordem invertidacentro e apresenta
sistema de duplas ligagbes alternadas entre osogétale carbono (cadeia
poliénica). O sistema de duplas ligacbes conjugadafere a estes pigmentos
alta reatividade quimica, podendo ser facilmentamesrizados e oxidados
(MCDOWELL, 2012).

Nas forragens, o todo-trans betacaroteno é o pehcepresentante do
grupo dos carotenos, moléculas compostas apendsdo®énio e carbono.
Carotenos sdo diferentes das xantofilas que comb@génio na molécula,
representadas principalmente pela luteina, zeaeaatepiluteina (NOZIERE et
al., 2006). A férmula quimica do betacaroteno,gHE. Foram encontrados os
isdmeros 9-cis e 0 13-cis betacaroteno, e o alftmaw em algumas forragens,
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porém em baixas quantidades (REYNOSO et al.,, 2004alfacaroteno € o
isbmero primario do betacaroteno que se difere gela posicdo da dupla
ligacdo do anel benzénico terminal. A formula éstal da unidade isoprenoide
e de alguns carotenoides estao representadasuna fig

CH-
"“"-.\‘.-,/L\‘}
Tsoprendide

Py ”"“f\/gj

Retacarntena

Alfacaroteno

Luteina

. o~ OH
I T o VA\VTKT

HOY S~ Fenxunling

Figura 1 Estrutura da unidade isoprenoide e denalgarotenoides encontrados nos
alimentos.



18

2.3 Producéo industrial e algumas formas comerciaide betacaroteno

A producédo industrial de betacaroteno comecou ebd pela empresa
Hoffman-La Roche & Co. Ltd. Atualmente, os doisnpipais produtores
industriais, BASF e Hoffmann-La Roche (a divisdovilamina foi vendida para
a empresa DSM em 2003), também produzem outrogecaides, como a
cantaxantina, a astaxantina, a luteina, os apecmioles e a citranaxantina
(VALDUGA et al., 2009).

A sintese industrial produz moléculas puras de chetéeno em
estruturas cristalinas. A empresa BASF produz adagbteno a partir da reagéo
de uma molécula retinal com uma molécula de batdtetenilfosfonio (C20 +
C20), enquanto que a empresa Hoffmann-La Rochégtigm betacaroteno a
partir de duas moléculas de C19-aldeido com umaautzl de diol (C19 + C2 +
C19) (COUTATE, 1996). Abaixo sdo citadas algumastde comerciais de
betacatoteno.

a) Rovimix BetaCarotene 1099.SM Nutritional Products Ltd, Heerlen,
Holanda. Consiste em granulos finamente moidosude fivre e de coloracéo
vermelho acastanhado a castanho avermelhado. Camtéminimo 10% de
betacaroteno (fgHse) finamente disperso em matriz de gelatina e cdratms
revestidos por amido de milho. Produto em p6 (peémos 95% < peneira No.
20, padrdo americano).

b) Lucarotin 10% Feed, BASFhe Chemical Company, Ludwigshafen,
Alemanha.Contém no minimo 10% de betacaroteno disperso etriznae
gelatina (mono e polissacarideos). Produto em @é fpenos 95% < 0,63mm).

c) Carofertin, Alvetra& Werfft AG, Neufeld an der Leitha, Austria.
Solugdo aquosa injetavel de betacaroteno (10 mgfratd bovinos e suinos.

Administragéo intramuscular ou subcutanea.
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d) OxC-beta,Avivagen, Ottawa, Canada. O produto para animais de
producdo ainda estd em desenvolvimento. O princifii@ OxC-beta consiste
de derivados oxidados (mondmeros e polimeros) teetal da oxidacao
completa do betacaroteno em solucdo de benzenopeesanca de oxigénio.

Apresenta coloracdo amarelada e formula quimigdegO;s,

2.4 Conteldo de betacaroteno e outros carotenoides nalsmentos

Assume-se que a concentracdo 6tima de carotenudemtéria seca de
forragens para ruminanes é de 200 ppm (MCDOWELIB9)L9As forragens
cultivadas apresentam quatro principais carotesoidateina, zeaxantina,
epiluteina, e o betacaroteno (NOZIERE et al., 2006)

A variacdo no teor de carotenoides entre espéoieagkiras € menos
importante que a variacdo dentro das espécies al@adefeito negativo da
maturidade da planta sobre o teor do compostoe Esrécies, Chauveau-Duriot
et al. (2005) estudaram a variagdo dos teores d#eoaides das forragens
azevém, trevo vermelho e grama pé de galinha, enadram baixa variacdo nos
teores dos carotenoides na matéria seca destagdos: 392 + 56,5 ppm para
carotenoides totais, 209 + 24,4 ppm para luteirth, £811,1 ppm para
betacaroteno, 71 + 19,1 ppm para zeaxantina, 2® p@n para epiluteina. As
xantofilas representaram a maior parte dos caristesmestas forragens (88%).

Em forrageiras tropicais, Reynoso et al. (2004) ciétectaram diferenca
no teor de betacaroteno e luteina entre grama Berrfiynodon dactylon) e
capim Pangola Oigitaria decumbens). McDowall e McGillivray (1963)
demonstraram que a concentracdo de carotenoidesAzavém foi mais
determinada pelo estagio de maturacdo da plantu€eelas estacdes do ano.
Alguns autores posteriormente confirmaram estarehs@o (LIVINGSTON et
al., 1968b; PARK et al.,, 1983), parcialmente ex® pela diminuicdo da
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relacdo entre folhas e caules com o avancar daridede da planta (PARK et
al., 1983). Marcin e Nad (2012) avaliaram a vaaga teor de betacaroteno em
alfafa (Medicago sativa) apos o primeiro corte. Houve queda acentuad& o t
de betacaroteno na matéria seca da planta do da dia 10, que foram,
respectivamente, 205 + 16 ppm e 85 + 12 ppm apaste, e estabilizacdo do
teor do dia 17 ao dia 23, que foram 55 £ 3 ppm & 54pm.

Silagens de milho apresentam baixo teor de cariolesioHegsted et al.
(1938) relataram teor na matéria seca da silageimndo de 47 a 134 ppm para
carotenoides totais e para a planta recém colhed238 ppm. Noziéere et al.
(2006), em trés amostras de silagem de milho, ¢rasam valores de 70, 76 e
80 ppm de carotenoides totais e concentracdo @dedveteno de 24, 30 e 35
ppm. Frye, Williams e Graham (1991) encontraram vaoiando de 4 a 56 ppm
de carotenos.

Chauveau-Duriot et al. (2005) estudaram o impaaonmtodo de
conservacdo de forragens sobre o teor de caroema@d azevem, trevo
vermelho e grama pé de galinha. O teor de caratesddtais na matéria seca
destas plantas foi 392 + 56,5. A fenacdo induziedgumédia de 78,9 % no teor
de carotenoides totais das forragens.

A gueda no teor de carotenoides é maior em silagempH mais alto,
em condi¢cBes de baixa anaerobiose induzida paoatra fechamento do silo e
em maior tempo de armazenamento da silagem (KALMCDONALD, 1981;
KALAC et al., 1983). As perdas podem alcancar 80&boconcentracdo de
betacaroteno na forragem colhida (KALAC et al.,3)98

A maioria dos alimentos concentrados tem baixa emtnacdo de
carotenoides. Farelo de milho contém principalméutieina e zeaxantina (13,5
ppm na MS) e pouca quantidade de betacarotenoplna MS) (HOLDEN et
al., 1999). O calor utilizado ou gerado no process#o dos concentrados
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também é capaz de destruir grande parte dos caitésnpresentes nestes
alimentos (HOLDEN et al., 1999; NYS, 2000).

2.5 Metabolismo dos carotenoides

251 Metabolismo ruminal de carotenoides

Os carotenoides presentes nas forragens estaocippiinente,
complexados com proteinas no citoplasma de céhdaetais (BRITTON,
1983). O primeiro evento no processo digestivoadmetenoides € a degradacao
da parede celular vegetal liberando os carotengidesa fase liquida da digesta
(Mora et al., 1999). Serrano et al. (2005) obsenvaque a disponibilidade dos
carotenoides no intestino de humanos é dependentead de lignina e de
proteinas ndo digestiveis nas plantas. Esses dadmsem que a fonte e a
maturacdo da forragem podem influenciar também aa tfracional de
degradacao ruminal de carotenoides.

Mora et al. (1999) utilizaram quatro novilhos catlds no rimen para
determinar a taxa fracional de desaparecimento {kdyitro e in situ de
betacaroteno contido em feno de alfafa. Apenas 1846 betacaroteno
desapareceram apés oito horas de incubadgdwitro e se mantiveram
praticamente estaveis até 64 horas (11,8%). O Kaktiaroteno foi 0,13%'h
In situ, 71,9% do betacaroteno desapareceram nas pringgicaboras, sendo
gue o desaparecimento foi 91,3% no final de 64shdakd do betacaroteno foi
2,5 % h' e da matéria seca do feno de alfafa foi 1,9%0s autores concluiram
que essas diferencas entre as técriicastro e in situ foram devidas a taxa
fracional de desaparecimento da matéria seca @oderalfafa, ou seja, grande
parte dos betacarotenos presentes na célula vegetdiberados no rimen e
chegam ao intestino sem sofrer degradacéo ruminal.
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Cruz-Monterrosa et al. (2011) utilizaram quatro ilhms canulados no
rimen e no duodeno para avaliar a digestdo deeomides em grama Estrela
Africana Cynodon plectostachyus). Amostras da forragem contendo 697 ppm
de carotenoides totais na matéria seca foram idashasitu por 12, 24, 48 e 72
h. Ap6s a incubacéo ruminal, parte das amostrardosferida para sacos de
nylon e introduzida no duodeno para determinarsapi@ecimento intestinal e
no trato digestivo total. No ramen, mais de 40%cdacentracdo inicial de
carotenoides na forragem desapareceram nas pramgiah de incubagéo,
enquanto o desaparecimento foi 57, 63 e 71% d@mimios tempos 24, 48 e 72
h, respectivamente. Parte do desaparecimento doteaides foi atribuido a
atividade biohidrogenadora do rimen, j& que estBgOStos apresentam varias
insaturacBes na cadeia carbonica.

Em um estudan vitro, realizado no laboratério do INRA, ndo foi
detectada degradacdo ruminal de luteina presentdoeagens. Entretanto,
houve desaparecimento de 50% do inicial quandénktEintética foi adicionada
(NOZIERE et al., 2006).

Keating, Hale e Hubbert (1964) incubaram betacamtsintético em
fluidos ruminais de 12 novilhos alimentados conatiecontendo 30 ou 70% de
concentrado. Estes autores relataram que a degdmdainal de betacaroteno
foi 16,6% e 26,3% do inicial apds 3,5 e 16 h dailidgdo ruminaln vitro,
respectivamente. Nao foi detectado efeito da coip@ogsla dieta na degradacéo
do betacaroteno. Davison e Seo (1963), em expettn@mduzido com fluido
ruminal de novihasn vitro, observaram que a propor¢do de degradagdo de
betacaroteno em produto purificado foi 25% do ali@pds sete horas de
incubacao.

Baruffaldi et al. (1981) estudaram a influénciaoite valores de pH na
estabilidade do betacaroteno de cenoura frescavaldses de pH estudados
foram de 5,0 a 8,0. O teor de betacaroteno mamse\ealterado para todos os
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valores de pH avaliados. Qian et al. (2012) també&m detectaram diferencas
na degradacédo do betacaroteno presente em emdésdésos enriquecidos com
betacaroteno sintético incubadositro, em pH de 4 a 8, por cinco dias.

Entretanto, foi encontrado efeito negativo na ddagdo do
betacaroteno em pH 3. Os autores também avaliarafeito das temperaturas
de 5, 20, 37 e 5% na degradacao do betacaroteno.

So6 foi detectada diferenca na degradacdo do betapar entre as
temperaturas de 5, 20 e 3C, a partir do quarto dia. Porém houve maior
degradacdo, ja a partir do primeiro dia, para gezatura de 58 em relacédo
as demais. Estes resultados poderiam ser extragofzata um possivel efeito
das dietas acidogénicas na estabilidade ruminabedacaroteno, ja que estes
valores de pH podem ser encontrados no ambientmalfGARRETT et al.,
1999) e também para um efeito da temperatura runtir@®,5 °C) sobre a
degradacéo do betacaroteno.

Cardinault et al. (2006) avaliaram a digestédo detenoides em ovinos
com canula ruminal, duodenal e ileal. Os ovinoarfomlimentados duas vezes
ao dia com Trevo Vermelhdiifolium pratense). A ingestéo diaria de luteina,
epiluteina e betacaroteno foram de 174, 52 e 3#eagectivamente.

O fluxo diario de carotenoides no duodeno foi sigpero ingerido (204,
56 e 117 mg para luteina, epiluteina e betacarpterspectivamente). Estes
resultados demonstram que além da degradacdo lurgmre producdo de
carotenoides no rumen. Este resultado foi coeraaseobtidosin vitro pelos
mesmos pesquisadores (CARDINAULT et al., 2004).

McGillivray (1951) demonstrou que pode ocorrer edpt de
carotenoides pelos microrganismos ruminais e in@st Neste trabalho foi
mensurada a concentracdo de carotenoides toigisireal no alimento, nas fezes
e em diversos pontos do trato gastrointestinalvd¢has sacrificadas. A lignina
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foi utilizada como valor de referéncia. Houve autoema relagédo
carotenoides/lignina ap0s a passagem pelo ramenkesm apds o ceco.

Véarios microrganismos tém sido utlizados na bidpigio de
carotenoides, sendo as leveduras do géRieodotorula consideradas com alto
pontencial industrial (MALDONADE, 2003). Algumas pgsies da levedura
Rhodotorula ja foram isoladas no rumen de vacas, comdR aglutinis
(CLARKE; DI MENNA, 1961).

Maldonade (2003), estudando a producéo de cardiesgor leveduras
cultivadasin vitro, verificou que, para algumas espécies, 0 extrattededura
foi o substrato com maior influéncia na producaeca®tenoides, enquanto que
os sais de sulfato e fosfato tiveram efeito negatRara a espéck glutinis, a
maxima concentragéo de carotenoides obtida foneézia com 4 g/L de extrato
de levedura e 17 g/L de glicose em pH inicial 4,0.

Yan et al. (2007) avaliaram o efeito do betacam&obre a fermentacéo
ruminalin vitro. O fluido ruminal foi obtido de 3 cabras alimergaccom feno
de graminea, farelo de soja, quirera de arroz enmai; Estes alimentos foram
incubados com fluido ruminal por 0, 1, 3, 5, 8,el24 h. Diferentes teores de
betacaroteno (Betacarotene 10%, Roche Vitamins,elBaSuica) foram
avaliados: 0, 10, 50, 100, 200, 500 mg/L de fluidminal. O teor de nitrogénio
amoniacal no fluido ruminal nos tempos 3 a 24 mfenor nos tubos contendo
betacaroteno. A concentracdo de proteina microbmmdluido em 24 h de
incubacdo aumentou com o0 aumento no teor de betanar A concentracéo de
acido acético apos 24 h de incubacéo foi aumemeldaadicdo de betacaroteno,
e ndo houve diferenca no teor de propionato e idesigraxos totais no fluido.

Os autores concluiram que houve aumento no crestnte bactérias
celuloliticas estimulado pelo betacaroteno.

Hino et al. (1993) detectaram efeito positivo solorecrescimento
bacteriano e a digestdo da fibra ao adicionar hetteno e/ou alfatocoferol



25

(Vitamina E) ao fluido ruminal de cabras vitro. Os fluidos ruminais foram
incubados na presenca ou ndo de betacarotenol® img/L) e/ou alfatocoferol
(5 mg/L), com solucado de glicose (1 g/L) e difeesntoncentraces de 6leo de
girassol.

Houve aumento no crescimento bacteriano até 10Q g/ bleo de
girassol, sendo que o crescimento foi maior pattatamento com alto teor de
betacaroteno (10 mg/L).

Em concentrac6es de 6leo de girassol superiore80anig/L houve
gueda no crescimento bacteriano, demonstrando it dfixico dos acidos
graxos insaturados sobre as bactérias ruminaieetBnto, em todos os teores de
6leo de girassol, a inclusdo de betacaroteno (1 )nagmentou o teor de N-
bacteriano no fluido ruminal.

A associacdo de betacaroteno (5 mg/L) com alfatwobf(5 mg/L)
melhorou a digestibilidade de fibra quando 1 g/lpdede celulose foi acrescido
aos tubos em substituicdo & glicose. Da mesma fot@@& mg/L de oOleo de
girassol estimularam a digestdo da fibra (17% dmeato), sendo que na
presenca dos dois antioxidantes (5 mg/L de caddjgestibilidade aumentou
ainda mais (33% de aumento) comparad ao contrela éntioxidantes e sem
6leo de girassol). Ensaios com 300 mg/L de Olegidessol diminuiram em
72% a digestibilidade da fibra, porém ndo houvedquea digestao fibrosa
guando antioxidantes foram associados ao 6leordssgil. Os autores sugerem
que antioxidantes poderiam suprimir radicais livijgeroxidos) formados pela
peroxidacdo de acidos graxos insaturados de ckigja, mecanismo pelo qual
gordura insaturada seria tOxica as bactérias rusaina

Como concluséo, os principais dados que demostrat@megradacao
ruminal de carotenoides foram realizados com caoides sintéticos. Enquanto
gue para os carotenoides contidos nas forragethegradacadon vitro foi baixa

ou nao houve.
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A degradacdo é atribuida aos microrganismos, mae fp@aver um
consumo de carotenoides pelas reacbes com os isadiv@s no ramen.
Provavelmente, a composi¢cdo da dieta, o pH e adiextysa ruminal ndo afetam
a degradacao dos carotenoides no riumen. Ha indieiosintese ruminal de
carotenoides.

Entretanto, mais estudos seriam necessarios pafiantar estes dados.
De qualquer forma, mesmo com essa suposta produgénal de carotenoides,
vacas leiteiras alimentadas com dietas baseaddsreagens conservadas nao
conseguem manter, em nivel étimo, o teor plasmétcbetacaroteno (HERDT;
SEYMOUR, 2003). Outros dados indicam, ainda, qietacaroteno influencia
alguns parametros fermentativos no ramen, dimirimd N-amoniacal e
aumentando a digestdo da fibra, o acetato e o NMufewO, sugerindo

crescimento de bactérias celuloliticas.

2.5.2  Absorc¢éao intestinal de carotenoides

A absorcdo dos carotenoides ocorre na mucosa daojgproximal
(MCDOWELL, 2012). Serrano et al. (2005) demonstracpe ha muitos fatores
que podem influenciar a liberacdo dos carotendigealimento no intestino de
humanos. Os carotenoides estdo normalmente condpkexa@m proteinas nos
cloroplastos (principalmente nas folhas) e/ou emfeuna estrutural cristalina
nos cromoplastos (frutos e flores) e necessitamtramsferidos para a fase
lipidica da digesta (micelas) para serem absorvideste estudo, houve forte
correlagdo negativa entre a disponibilidade imestide carotenoides contidos
em vegetais de folhas verdes e o conteldo de éigniproteinas ndo digestiveis
(r=-0,99 e -0,98, respectivamente).

O processo absortivo dos carotenoides € semelhantes lipideos, ja
que carotenoides sdo pigmentos lipossoliveis (FUBRARK, 1997). No
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entanto, ha distingdo entre alguns carotenoidesbpdo a eficiéncia absortiva
no trato digestivo. Xantofilas (moléculas polarestgio localizadas na superficie
das emuls@es e, consequentemente, a eficiéncizadsamsferéncia da emulséo
para as micelas é mais elevada (25-40%) do queopararotenos (12-18%) que
sdo moléculas menos polares, ficando integradasentro destas particulas,
podendo ter influéncia na eficiéncia absortiva (RJRLARK, 1997).

Moore, Gugger e Erdman (1995) utilizaram células ndiacosa do
intestino delgado de roedoreMdngolian gerbils) para estudar o processo
absortivo dos carotenoides. Foi detectada absdingéar até a concentracao
maxima de 5,9umols/L, sugerindo captacdo passiva entre as coacSes
utilizadas.

Entretanto, During et al. (2002), utilizando coricagdes maiores de
carotenoides que em Moore, Gugger e Erdman (12@&sar de observarem
absorcdo linear até |@nols/L, detectaram estabilizacdo da absorcéo & part
10 pmols/L.

A extensdo da absorcdm vitro, das células CaCo-2 de todo-trans
betacaroteno, 9-cis e 13-cis betacaroteno, alfeerawp luteina e licopeno até
16h de incubacao foi 11, 2, 3, 10, 7 e 2,5%. Hafedo marcante da interagéo
entre carotenoides na extensdo da absorcdo. Licopetuziu a absor¢cdo de
betacaroteno em 4,7 vezes quangodl/L de betacaroteno e @mols/L de
licopeno foram incubados com células CaCo-2. Betéemo também reduziu a
absorcdo de alfacaroteno, porém dern0,05. Reboul et al. (2005) detectaram
uma reducdo de 30 e 57% na absorgdo de luteinzcabair células CaCo4ia
vitro com o anticorpo anti-SR-BI e com o inibidor quimidBLT1,
respectivamente. Sugerindo que pelo menos parésiazrcado dos carotenoides
é realizada por mediadores de transferéncia seldavipideos. Células CaCo-2
sdo células comerciais que apresentam fenétipo otogito e funcional
semelhante aos enterdécitos. A cinética de absoagaibicdo da absorcdo de um



28

carotenoide por outro, a especificidade/predilegiabsorcéo entre os isbmeros
e a importancia de alguns mediadores seletivosipligebs na absorcdo dos
carotenoides indicam que a captacdo intestinalcdostenoides acontece por
processo facilitado.

Em ruminantes, a digestibilidade intestinal de aroides presentes em
diversas forragens variou de 8 a 60% (CARDINAULTaét 2006; CRUZ-
MONTERROSA et al., 2011; NOZIERE et al., 2006; YANGARSEN;
TUME, 1992). Cruz-Monterrosa et al. (2011) demgatraque amostras de uma
graminea que nado foram incubadas no rimen e gam foolocadas diretamente
no duodeno e coletadas nas fezes, tiveram dideddide intestinal de
carotenoides de 53%. Entretanto, amostras da mésmagem que foram
previamente incubadas no ramen por 12 h tiverarastiigjilidade intestinal de
27%, enquanto que amostras que foram incubadasmenrpor 24, 48 e 72 h
tiveram digestibilidades intestinais de 19, 21 é622espectivamente. Estes
dados sugerem que os carotenoides de alta dididstilei sdo degradados no
fluido ruminal e/ou chegam ao intestino sem sofilegradacéo, enquanto que
carotenoides que permaneceram no conteldo celdarfodagem estéao
aparentemente mais protegidos dentro da céluldalege

Cardinault et al. (2006) observaram que a digdistitnle aparente no
intestino delgado de ovinos foi 15,7% para luteirie 14,7% para betacaroteno
presente em trevo vermelho. Entretanto, a digéiddlie aparente no intestino
delgado pode ter sido subestimada em relagdo atithifjdade verdadeira, ja
que parte dos carotenoides no ileo pode ter seadig da circulagdo entero-
hepatica e das células de descamacao (BOLING, 4989).

Fernandez et al. (1976) observaram que a recumerée@l de
betacaroteno em ovelhas ndo variou apés aumeméusdio abomasal de 1,38
para 6,15 mg de betacaroteno sintético. Além dissora et al. (2001) ao

aumentar a suplementacdo de betacaroteno (Lucaddi. BASF The
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Chemical Company, Ludwigshafen, Alemanha) de 5ra 882 ppm na MS da
dieta de novilhos da raca Holandesa que passarapepodo de deplecdo com
dieta isenta de forragens frescas, observaram aomea digestibilidade
aparente no trato digestivo de 66 para 88%. Estéesdcontradizem os de
(MOORE; GUGGER; ERDMAN, 1995) e de (DURING et a002) que
encontraram absorcéo linear e, apds certa concénfrdetectaram estabilizacéo
em resposta ao aumento da concentracdo dos cadegeon cultivan vitro.

Em humanos, os valores de digestibilidade intdstindaram de 9 a
52% (VAN HET HOF et al, 1999a). A biodisponibildi relativa de
betacaroteno em alguns vegetais variou de 3 a 6&fgihas de espinafre, 19 a
34% para cenouras e 22 a 24% para brocolis, erpdela disponibilidade do
betacaroteno purificado (Hoffman-LaRoche) (CASTENMER et al., 1999;
DE PEE et al., 1995; MICOZZI et al., 1992; VAN HEIOF et al., 1999a). A
biodisponibilidade relativa foi medida pela razda desposta plasmatica
induzida pelos betacarotenos nos vegetais consemjma resposta da
suplementacdo com o betacaroteno sintético. Esadesdsugerem que o0s
carotenoides presentes nos cromoplastos (brécatieneura) se desprendem
mais facilmente da célula vegetal, apresentandsimasmaior eficiéncia de
absorcdo que aqueles presentes nos cloroplaspsafes). Além disso, nesses
experimentos e principalmente em (DE PEE et al95),9foi demonstrada a
superioridade dos suplementos sintéticos em alcat®ares plasmaticos
satisfatérios de betacaroteno e vitamina A em &elaps vegetais.

A biodisponibilidade relativa da luteina tambémrf@nsurada. Van het
Hof et al. (1999b) demonstraram que a biodispdddnile da luteina foi bem
maior que a do betacaroteno em dieta com variedadesrduras (67 e 14%,
respectivamente). O mesmo foi encontrado em falleasspinafre (45 e 5,1%,
respectivamente) (CASTENMILLER et al., 1999;).
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O teor dietético de lipideos pode afetar a absodgfoarotenoides nos
animais. Fernandez et al. (1976) infundiram betdeap no abomaso de
bovinos e observaram que a absorcéo foi ao red@6%e quando estes foram
infundidos juntamente com solucdo de monoacilglisee foi 54% quando
infundidos com triacilgliceréis, enquanto a absor¢di apenas 15% quando
agua foi usada como solvente. Esses dados foraouladds a partir da
recuperacao fecal de betacaroteno.

Em experimento com bovinos alimentados a pastog ¥dral. (2002),
ao suplementarem 2.500 Ul de vitamina E/d, detactareducdo na
concentragdo plasmatica e tecidual de betacardiEstes autores sugeriram que
houve reducdo na absorcdo ou talvez competicAe emttocoferol e o
betacaroteno pelo transporte nas lipoproteinagetanto, este fato poderia ser
explicado pela relagdo de protecéo da vitaminal&sprotenoides. Ao reduzir
moléculas de tocoferoxil (vitamina E oxidada pel@glicais livres) para
tocoferol, os carotenoides sdo consumidos no PEocBOHM et al., 1997;
MAYNE et al., 1989; PACKER, 1993).

Como conclusédo, a eficiéncia de absorcdo dos cemidies dos
alimentos no intestino é dependente de suas lacaks no tecido vegetal. Os
carotenoides presentes nos cromoplastos apresendaon biodisponibilidade
gue os presentes nos cloroplastos. Além dissaciérefia de absorcdo é maior
em alimentos com menores teores de lignina e p@tedio digestivelnlvitro,
foi demonstrado que o processo absortivo dos caiokes acontece por difusao
facilitada. A mensuracdn situ da absor¢do dos carotenoides apenas pelo
balanco da ingestdo/excrecdo ou pela resposta fti@anapds a suplementacao
fornecem apenas uma indicacdo indireta da absangéstinal, jA que pode
ocorrer sintese e degradacdo de carotenoides nenrum reciclamento e
excrecdo através da bile. Sendo assim, o maisagiceria a mensuracdo
através de marcadores com isOtopos. Alguns trabaltbemonstraram a
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superioridade dos suplementos sintéticos em alcate@ares plasmaticos
satisfatérios de betacaroteno e vitamina A em &@elagos vegetais. Entre os
componentes da dieta, os lipideos podem melhoriodisponibilidade dos
carotenoides por facilitar a incorporagcdo dos emmtles nas micelas

digestivas.

253 Bioconverséao de betacaroteno a retinol

A conversdo de betacaroteno a retinol (Vitamina @Agorre
principalmente na mucosa do intestino delgado peionda enzima 15-15'-
carotenoide dioxigenase (Figura 2). Essa biocoAeai@mbém pode ocorrer em
outros orgaos, como no figado (BOREL et al., 200&)po luteo (MORALES et
al., 2006) e utero (CHEW et al.,, 1982a). SchweigerEisele (1990), ao
infundirem betacaroteno por via parenteral, obsama aumento na
concentracdo de vitamina A no leite, mas ndo nenpda sugerindo que pode
ocorrer bioconversdo de betacaroteno a retinol éamba glandula mamaria.
Teoricamente, a enzima poderia clivar (seccionarjoéécula de betacaroteno
pela metade formando duas moléculas de retingHgD). Entretanto, dJ. S
Institute of Medicine, Food and Nutrition Board - IOM (2001) considera a
eficiéncia de conversdo do betacaroteno a retinodgkenas 50%. Como este
instituto assume eficiéncia de absorcédo do betmsaceem sua forma sintética
de 33%, seriam necessarios 6 g de betacaroteadqoarar 1 g de retinol no
plasma. Van Lieshout et al. (2001), utilizando apdis, avaliaram a bioeficacia
de betacaroteno sintético diluido em 6éleo. Bioefwaé a eficiéncia do
metabdlito ingerido de ser absorvido e convertido seu principio ativo. Os
autores observaram a necessidade de ingestdo geg2jé betacaroteno para
formar 1 pg de retinol no plasma de criancas. Ndopbssivel calcular a
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absorcéo e a bioconversao separadamente. Entretateds dados sugerem valor

de converséo a retinol bem acima do consideracol@@& (2001) de 50%.
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Figura 2 Biocoversao do betacaroteno a retinol

Yang e Tume (1993) demonstraram que houve maiorece@oin vitro
de betacaroteno a retinol com enzima 15-15’-caoitendioxigenase coletada
no intestino de ovelhas que de vacas ou cabrasosvVémiabalhos também
demonstraram que existe efeito de raca na colordgéecido adiposo ou no
teor plasmatico de betacaroteno e retinol em beviGRAVES-HOAGLAND;
HOAGLAND; WOODY, 1988; WALKER et al., 1990). A ragdolandesa tem
tecidos e gorduras mais brancas comparado as @yemsJersey que
apresentam gorduras amareladas. Esses dados sugeeemma diferenca na
capacidade absortiva e/ou na eficiéncia de convatedbetacaroteno a retinol
entre ragas de bovinos (DUNNE et al., 2008; NOZIEREal., 2006; NRC,
2001; MCDOWELL, 2012).
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Em experimento realizado com camundongos, Van \iedl. (1996)
evidenciaram que a atividade enzimatica de clivaglambetacaroteno no
intestino foi determinada pelo teor dietético déamina A. Camundongos
deficientes em vitamina A tiveram maiatividade da enzima 15-15'-
carotenoide dioxigenase que camundongos suplenmsntambm 12.000
Equivalentes de Retinol (ER)/kg de dieta ou 50 mlandieta de betacaroteno
(8333 ER). Parvin e Sivakumar (2000) demonstraram gamundongos
alimentados com dieta deficiente em proteina tantbéram menor capacidade
de converter betacaroteno em vitamina A.

Mora et al. (2001), ao aumentar a suplementacadielacaroteno
(Lucarotin 10%. BASF The Chemical Company, Ludwafehn, Alemanha) de
55 para 352 ppm na MS da dieta de novilhos da t4gkendesa, nao
encontraram diferencas no teor de retinol, indicaguge independentemente da
dosagem, a quantidade de retinol formada foi singldendeu a estabilizar.
Entretanto, vale ressaltar que o teor de retingllasma antes da suplementacao
estava acima de 1@/mL, valor considerado alto por Akar e GazioglQ(®&),
podendo ter influenciado na converséo (VAN VLIETkEt 1996).

Como conclusdo, foi encontrada atividade da enzit®l5'-
carotenoide dioxigenase no intestino, figado, ovarero e glandula mamaria.
Teoricamente, a enzima poderia clivar a moléculdetacaroteno pela metade
formando duas moléculas de retinol, porém a efit@de conversdo parece ser
menor. Ha um efeito genético importante entre éspée racas na conversao
e/ou absorcdo de carotenoides. Além disso, a eficiéde conversdo do
betacaroteno a retinol € influenciada negativampate alto teor de retinol na

dieta e plasma e, pelo baixo teor de proteinaeta.di
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2.6 Transporte de carotenoides no corpo

Os carotenoides que se desprenderam da célulaavegeque nao
sofreram bioconversdo a retinol na mucosa do intessdo absorvidos pelos
enterdcitos, incorporados aos quilomicrons e tmmagos via circulacdo
linfatica até o figado, onde serdo transferidos pigoproteinas responsaveis
pelo transporte no sangue até os tecidos (CARDINRELal., 2006; COMBS
JR, 2012). Cardinault et al. (2006) avaliando eesliio de carotenoides em
ovinos com canula ruminal, duodenal e ileal, nateaaram carotenoides na
veia porta apés incuba-los no duodeno, demonstrgugoo transporte dos
carotenoides até o figado ocorre via sistema iaufat

O betacaroteno, apesar de ndo representar a nagierqos carotenoides
em relacdo as xantofilas nas plantas (CHAUVEAU-DORIet al, 2005), em
bovinos ele é o principal carotenoide circulantéAfYG; LARSEN; TUME,
1992). Em bovinos cerca de 80% do betacarotenonpliso esta associado as
lipoproteinas de alta densidade (SCHWEIGERT; RAMBEZUCKER, 1987;
YANG; LARSEN; TUME, 1992). Ovelhas e cabras aprésen menor teor
plasmatico de betacaroteno e maiores teores deofikast principalmente
luteina, do que bovinos. Além disso, cerca de 5% chrotenoides estédo
associados as lipoproteinas de baixa e muito bdemsidade (YANG;
LARSEN; TUME, 1992). A associacdo dos carotenoicla® as lipoproteinas
foi consistente com a composicdo plasmatica daprgieinas entre as espécies.
Entretanto, os autores ndo esclareceram as difeyerg; perfil de carotenoides
circulantes entre as espécies de ruminantes. Entoetos dados sugerem efeito
genético na preferéncia dos enterdcitos em captazanotenoide em relagédo ao

outro.
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2.7 Concentragdo de carotenoides nos tecidos

A queda fisioldgica no teor plasmatico de betaemotde vacas leiteiras
no periodo préximo ao parto, atingindo nivel minindoprimeira semana apos o
parto, tem sido frequentemente relatada (INABAlgtl@86a; MICHAL et al,
1994; KAEWLAMUN et al., 2011a). Este efeito é atritho a drenagem destes
compostos pela glandula mamaria (colostrogénese)fimal da gestacdo
(BLOOD et al., 1988; GOFF et al., 2002). Goff et(@002) observaram que o
teor plasmatico de betacaroteno em vacas gestansstectomizadas foi
superior ao de vacas controle no periparto. Fa@adedo rapido aumento da
expressao e atividade da enzima lipoproteina lipasemento na expressao de
receptores de lipoproteinas na glandula mamaripenimdo pré6ximo ao parto.
Isso explica as altas concentracBes de lipideotgsteool e vitaminas
lipossolUveis no colostro, jA que essas substansd@s transportadas por
lipoproteinas (RAMIREZ et al., 1983; SCHWEIGERT, 909 HERRERA,
2000). A captacdo do betacaroteno pela glandulagmang o fator principal
para a queda do teor plasmatico de betacarotexar@o parto, porém néao é
0 Unico fator responsével. O consumo de betacargienaumento do estresse
oxidativo e a reducéo fisiol6gica da ingestdo deéme seca antes do parto
também contribuem para este fato (GOFF et al., 2002

Um mililitro de colostro contém 17 a 340 ng de betateno
(JOHNSTON; CHEW, 1984; KUME; TOHARMAT, 2001), enque que 1 ml
de leite contém 40 a 117 ng de betacaroteno (CHEWI.,4982b; JENSEN;
JOHANNSEN; HERMANSEN, 1999; JOHNSTON; CHEW, 1984gnsen,
Johannsen e Hermansen (1999) demonstraram que rac&mcdiaria de
betacaroteno no leite segue a cinéticiilghadlis-Menten para transporte ativo
através de membranas. O processo foi saturavgléndentemente da producao
de leite, alcancando a secrecdo maxima de 3,6 deglibtacaroteno (média de
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2,5 mg/d). Além disso, a capacidade secretoranfiienciada pela genética
paterna das vacas.

O figado, sangue e tecido adiposo sdo considenadesvatorios de
carotenoides nos animais, sendo que no figado deéndsp o principal
carotenoide encontrado € o betacaroteno (KNIGHal.et1996; MORA et al.,
2001; YANG et al., 2002; YANG; LARSEN; TUME, 19920 teor de
betacaroteno no figado de novilhos da raca HolandesHereford foi,
respectivamente, de 7 e 8,1 ug/g de tecido Umide, tecido adiposo foi 0,8 e
3,7 ug/g de tecido umido (MORA et al., 2001; YANGak, 1992). O figado
desempenha papel importante na regulacéo da disidaide de carotenoides a
outros tecidos por regular a incorporacdo dos eaoies em lipoproteinas, a
convercao de carotenoides em vitamina A e a excrég&arotenoides pela bile,
sendo que parte destes pode ser reabsorvido oertidova vitamina A nos
enterécitos (NOZIERE et al., 2006).

Patterson (1965) encontrou relacdo linear e pasigimtre o teor de
carotenoides plasmaticos e o teor de 4cidos glases em vacas leiteiras em
balanco energético negativo no inicio da lactagéias et al. (2009) observaram
gueda no teor de betacaroteno no tecido adipodmwdeos ao estimularem a
mobilizacdo lipidica com epinefrina. Além dissoj fietectado acumulo de
lipides e de betacaroteno no mesmo tecido ao usafina. Rosendo et al.
(2010) estudaram a relacao da infiltracdo gordunastigado de vacas no inicio
da lactacdo com os teores plasmaticos e hepaticbetdcaroteno e vitamina A.
A queda fisiologica do teor hepatico de betacamten periodo préximo ao
parto foi muito menor para vacas que apresentagam ésteatose hepatica do
gue para vacas sadias (8% e 68%, respectivaméiés). disso, foi detectado
maior teor plasmatico de vitamina A nas vacas sacliemparadas as doentes.
Entretanto, ndo houve efeito no teor plasmaticdhetacaroteno. Esses dados

sugerem que o papel regulatério do figado em maaserconcentracfes
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plasmaticas de vitamina A parece estar comprometitiovacas com leve
acumulo de gordura no figado, porém o mecanismdand@sclarecido.

A estrutura animal com o maior teor de carotenoies corpo IUteo,
sendo sua cor caracteristica formada por esseseptgm (amarelo intenso).
Chew et al. (1984), quantificando vitamina A e tamoides em érgéos oriundos
de abatedouro de bovinos, relataram que corpo ltid@a 4,7 vezes mais
betacaroteno por grama de tecido Gmido que o fiddd® pg/g e 3 pg/g,
respectivamente). Os autores correlacionaram osstgdasmaticos de vitamina
A e betacaroteno com os seus teores no fluidoutaliee corpo lateo. No fluido
folicular, os teores de vitamina A total, retincdtinil e betacaroteno tiveram
correlagBes positivas com seus respectivos tedasmaticos. Os coeficientes
de correlagéo linear foram de 0,61, 0,58, 0,548, 0espectivamente (P<0,01).
No corpo lateo, somente retinol teve correlacaoifi@ativa (r=0,57) com seu
teor plasmatico.

A suplementacdo de marrds com 100 mg de betacar@Rovimix
10%. Hoffmann-La Roche, GrenzachWyhlen, Alemanhahentou em seis
vezes a concentracdo de betacaroteno no corpo taeaparativamente ao
controle (SCHWEIGERT et al., 2001). Schweigert let{2003) analisaram 43
corpos lateos de vacas ndo gestantes, representpadi®m estagios do ciclo
luteal. Foi mensurada a concentracdo de betacar@#fatocoferol e retinol. Os
teores de betacaroteno e alfatocoferol aumentanéma @s estagios 1 (inicial) e
4 (final). Entretanto, houve queda no teor de otiilo estagio 1 ao estagio 4. Os
autores sugeriram que o acumulo de betacarotenoc@fetol durante o
desenvolvimento do corpo liteo parece ser secundécaptacdo de colesterol
para a sintese de progesterona, ja que o betavaraiéatocoferol e colesterol
sdo transportados pelas mesmas lipoproteinas mueaAlém disso, ha um
possivel consumo de retinol durante a esteroideggi@ que esta vitamina esta
ligada a producéo de progesterona (WICKENHEISSER. €2005).
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Herdt e Seymour (2003) analisaram amostras de sashgwm grande
levantamento realizado nos Estados Unidos (NATIONMUIMAL HEALTH
MONITORING SYSTEM - NAHMS, 1996), 85% das amostdassoro de vacas
leiteiras continham teor médio menor que 3,0 pgffalbetacaroteno, o nivel
plasmatico sugerido por Frye, Williams e Grahan®{d9ara promover efeitos
benéficos sobre a reproducdo. Os animais sem aeeps@to tiveram teores
séricos de betacaroteno de 1,68 + 1i§4nL e os com acesso a pasto de 2,41 +
2,0 ug/mL. Em outro levantamento realizado em 20 rebsntemadenses, a
média de 1828 amostras sanguineas de vacas kitargeriparto foi 1,12
pg/mL + 0,78 (LEBLANC et al., 2004).

Em camundongos alimentados por 147 dias com dietieiedo 0,2% de
betacaroteno seguido por periodo de deplecdo, @otede meia vida do
betacaroteno no plasma foi 3,5 dias (SHAPIRO ¢fl8B4). Os tempos de meia
vida foram 9, 16 e 15 dias no figado, adiposo (dadwyla adrenal) e ovarios,
respectivamente. Gugger et al. (1992) administrarara dose oral Unica de 10
mg/kg de peso vivo de betacaroteno a furddsstiela putorius furo). Foi
observado pico nos teores séricos de betacarotétoo hmras apds a
suplementacéo (1,8 umol/L) e retorno a niveis bagads 3,3 dias (GUGGER et
al., 1992). Em marras, com teores plasmaticos tecéteno abaixo de 10
png/mL, dose Unica de 70 mg de betacaroteno (Carofédvetra&Werfft AG,
Neufeld an der Leitha, Austria), por administragdoamuscular, induziu pico
de betacaroteno no plasma de 13,8 + 5,8 pg/mL 2¢pboras. O tempo de meia
vida no plasma foi 7,2 + 1,4 horas apdés o pico (KRAER; AURICH, 2008).

Burri et al. (2001) avaliaram o tempo de meia wvilta betacaroteno
sérico em humanos. Nove mulheres foram suplementadan 1,5 mg/d de
betacaroteno por quatro dias seguido por perioddegéecdo de 68 dias com
dieta pobre em carotenoides (0,07 mg/d). O tempuoeala vida do betacaroteno
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sérico foi 37 dias. Em todo periodo experimentalvieosuplementagdo com
100% das recomendacdes de vitaminas A, C e E.

Mora et al. (2001) avaliaram o efeito da suplemgidade 0, 5,5, 44 e
352 ppm na MS da dieta de betacaroteno (Lucar®§a. BASFThe Chemical
Company, Ludwigshafen, Alemanha) nos teores teciduais etadaroteno de
novilhos da raca Holandesa que passaram por pededieplecdo com dieta
isenta de forragens frescas (0,004 ppm de betacarata MS). Os novilhos
pesavam 346 kg £ 53. O consumo estimado de maécda da dieta foi 7,5
kg/novilho/d. O teor plasmatico de betacaroten@sio periodo de deplecéo
era 1,6 pg/mL. A queda no teor plasmatico de bettaao foi linear, sendo
necessarios 49 dias para ele se tornar nulo nmala® tempo de meia vida foi
proximo de 25d. Apos a fase de deplecgédo, os aniim@sn mantidos na mesma
dieta basal e em 30 dias o teor plasmético de dreti@no alcancou 3,5 pg/mL
no tratamento com 352 ppm na MS de betacotenoeata eide pouco mais de 1
pg/mL nos tratamentos com 5,5 e 44 ppm na MS deaedteno da dieta. Apés
30 dias de suplementacéo, os teores de betacamefigado e tecido adiposo
foram, respectivamente, 8,1 e 3,7 pg/g de teciddoino tratamento 352 ppm
na MS de betacaroteno e de 0,8 e 0,07 ug/g, résoeente, no tratamento
controle. Esse resultado demonstra a grande cauEcidestes tecidos em
estocar betacaroteno. O figado é a principal rasdevvitamina A do corpo,
apresentando teor de retinol 20 a 100 vezes mambgtacaroteno em bovinos
(FRYE; WILLIAMS; GRAHAM, 1991; MORA et al.,, 2001; XNG et al.,
1992). Mesmo depois dos animais terem enfrentatgolperiodo de deplecéo,
o teor de retinol no plasma antes da suplementstava acima de 1@/mL,
valor considerado alto por Akar e Gazioglu (2086gerindo que as reservas de
vitamina A no corpo sdo muito mais labeis que dsedacaroteno.

A suplementacdo com 330 mg/d de betacarotenoismt@i necessaria
para elevar em 30d o teor plasmatico de betacaroen0 a lug/mL de
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novilhos pesando 346 kg (MORA et al., 2001). Bositém 8% do peso vivo
em sangue (KOLB, 1984). Houve, assim, acréscimenpdéico médio de 0,9
mg/d de betacaroteno. Extrapolando esses dadosvpeas em lactacdo, em
manejos nutricionais baseados em forragens commyva secrecdo diaria de
betacaroteno no leite pode ser relevante, 2,5 fAENSEN; JOHANNSEN;
HERMANSEN, 1999).

Concluindo, vacas no periparto enfrentam reducgwessiva no teor
plasmatico de betacaroteno devido a colostrogépesém nao é o Unico fator
responsavel. O figado, sangue e tecido adiposoms@iderados reservatérios de
betacaroteno em vacas. A suplementacdo de betmareteva os teores do
carotenoide no corpo lateo. O tempo de meia vidhetacaroteno plasmético
em novilhos e em mulheres foi mais alto que em calmogos, furbes e
marrans. Essa diferenga pode estar relacionadsaraanho da reserva do
carotenoide no corpo e o0 estado metabdlico do anjeatabolismo ou
anabolismo), j& que ha relacéo positiva entre ndedetacaroteno plasmatico e
o teor de acidos graxos livres no sangue. O terapoeala vida do betacaroteno
plasmético em novilhos é de 25 dias. A secrecatiadi® betacaroteno no leite
pode ser relevante (2,5 mg/d) em manejos nutricsopaseados em forragens
conservadas. Em dois grandes levantamentos foraervamos baixos teores
plasmaticos de betacaroteno em vacas leiteiragriadg a necessidade de

suplementar betacaroteno.

2.8 Estresse oxidativo e as espécies reativas de oxigén

O metabolismo aerdbico em sistemas bioldgicos écasto a geracdo
de pro-oxidantes como as espécies reativas de rgigéNa cadeia
transportadora de elétrons o oxigénio molecula) €8rve como um receptor
recebendo quatro elétrons e quatro prétons aténal fla reacdo (reducéo
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tetravalente), resultando na formacdo de duas miakcde agua (ID).
Entretanto, esta reacdo de reducdo é parcial devaldicdo de um elétron de
cada vez, sendo que durante esse processo poddanmsados intermediarios
reativos, como os radicais hidroxila (QHhidroperoxila (H@), superdxido
(O,) e o peroéxido de hidrogénio £468,) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A producdo de espécies reativas de oxigénio tanbéracessaria em
algumas fungdes celulares, como na sintese dantroa glandula tireoide e no
processo de fagocitose dos microrganismos peldsdiilas e macréfagos que
utiizam o peréxido de hidrogénio (explosdo redpinia) para destruir os
patégenos (PAAPE et al., 2002). Uma variedade t®®processos bioldgicos
como o envelhecimento, inflamacéo, carcinogéndsisps radioativos e efeitos
fotobiol6gicos também estdo envolvidos com as éspéeativas de oxigénio
(CHANCE et al., 1979).

O estresse oxidativo acontece quando ha um desgbatinrelacdo de
equilibrio pré-oxidante/antioxidante, no sentids god-oxidantes (SIES, 1991).
Essas moléculas instaveis e altamente reativas capazes de danificar
biologicamente moléculas presentes nas células,o0 conDNA, proteinas,
carboidratos e lipideos de membrana (PRYOR, 1986).

Algumas dessas espécies, como o radical hidroxila exigénio
molecular singlete, tém tempos de meia-vida tadosufl x 10 e 1 x 10
segundos, respectivamente) que a linha de defdsaidante (alfatocoferol,
ascorbato e glutationa por exemplo) dificilmenterisrcepta, cabendo a esses
antioxidantes um papel maior atuando apenas com@rerentivo ou, entao,
como reparador das moléculas afetadas (PRYOR, 1B86gtanto, foi relatada
alta eficiéncia em interceptacdo das moléculastadas de oxigénio singlete
pelos carotenoides em meios bioldgicos (TELFER. £1894).

Quando uma molécula de, @o estado fundamental absorve energia, e
um elétron é excitado para orbitais em niveis raliizss de energia, pode-se
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formar oxigénio singlete ou triplete, dependendosdm do elétron excitado
(SIES et al., 1991). Em meios biolégicos animaidoamacao de oxigénio
singlete foi evidenciada a partir de reacfes emvmlo enzimas peroxidases, na
peroxidacéo lipidica, na exposicdo a raios ultlatéoe também no processo de
fagocitose de patégenos pelas células de defedsS (8t al., 1991). Em
organismos vegetais a energia necessaria paraexait elétron é absorvida
através de reacfes que envolvem a luz (TELFER, €i9814).

O oxigénio singlete formado pode reagir com outrasléculas
provocando danos ao DNA e aos carboidratos (SIE®.,e1995). Lipossomas
expostos ao oxigénio singlete sofreram peroxidadi@idica em suas
membranas. A peroxidacao lipidica foi mensuradavét do aumento de alguns
produtos da degradacdo das membranas lipidicasp apnmalondialdeido
(KRISKY; DENEKE, 1982). Telfer et al. (1994) demtnasam o papel direto do
oxigénio singlete em causar danos oxidativos dedéroum meio biolégico
(tecido fotossintético isolado da plaressum sativum) mensurados através do
branqueamento das clorofilas. O processo de sdarefisica do oxigénio
singlete é predominantemente realizado, em meiosloditos, pelos
carotenoides, embora os tocoferois (vitamina E)otampodem desempenhar,
em menor escala, essa atividade (SIES et al., 189fij)etanto, ainda nao foi
provado se a formacdo de moléculas instaveis dgéoixi singlete em
organismos animais € significativa o bastante patsar doencas (SIES et al.,
1995).

2.9 Comportamento e mecanismos de atuacdo do betacarmtecomo um

antioxidante

O betacaroteno é uma molécula lipofilica e, pooarsolivel nas
membranas celulares. O sistema de duplas ligag@gsigadas confere alta
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reatividade quimica a esse composto, protegendécamak importantes da acéo
dos radicais livres, peréxidos e do oxigénio sitggle caracterizando como um
antioxidante (BURTON; INGOLD, 1984).

2.9.1 Supressao fisica do oxigénio singlete

Telfer et al. (1994) demonstraram que o betacanoperie agir como
um eficiente supressor de moléculas de oxigénigletim geradas dentro de um
sistema fotossintético bioldgico, por diminuir @bgqueamento das clorofilas. O
branqueamento é causado pela reacao foto-oxidddiexigénio singlete com as
clorinas presentes nas clorofilas. Anderson e Kyin(4973) demonstraranm
vitro a acdo protetora do betacaroteno contra danosoxidativos aos
lipossomas causados pelo oxigénio singlete, memdaramalondialdeido.
Farmilo e Wilkinson (1973) demonstraram que a fex@sicia de energia é o
principal mecanismo da protecdo dos carotenoidasrac@ oxigénio singlete
(reacdo abaixo). Uma vez produzido, o carotenoletdp (CAR*) pode
facilmente retornar ao seu estado normal (retow® alétrons para camadas
eletrbnicas menos excitadas) dissipando a eneegadg como forma de calor

(EDGE et. al., 1997).

'0,* + CAR — %0,+ CAR*
2.9.2 Reacdo dos carotenoides com os radicais livres
Assim como a habilidade de suprimir moléculas etadesexcitado, os

carotenoides podem reagir com os radicais livregieEanto, diferentemente da

supressao fisica do oxigénio singlete em que oteranale triplete voltaria ao



44

estado menos excitado eliminando a energia em falenealor, estas reacdes
com os radicais livres sdo de transferéncia deasapg de adicdo de radicais,
sendo que os elétrons ou os produtos formadosawipesdidos (EDGE et al.,
1997). O destino destes compostos formados aindaesi@ totalmente claro
(KRINSKY; YEUM, 2003). Estes ultimos autores citarajue ha pelo menos
trés possiveis mecanismos envolvendo as reacOesaméenoides com os
radicais livres. Elas incluem: (1) adicdo de radit®) transferéncia eletronica e
(3) abstracao do hidrogénio.

(1) Reacdes de adicdo. O radical peroxila (RQu@de se adicionar em
qgualquer lugar da cadeia poliénica dos caroteno{@sR), resultando na
formacdo de radical carbono-centrado (ROO-QARMa vantagem desta
reacdo € o impedimento da peroxidacdo lipidicamesibranas celulares por
exemplo, j& que o produto formado apresenta ses estavel que o radical
peroxila. Foi demonstrado que o anion superéxidg) (@mbém pode se
adicionar & molécula de betacaroteno. As reag@ae dsscritas abaixo. O sinal

de interrogacéo refere-se ao destino incerto dessksulas formadas.

ROO + CAR—— ROO-CAR —— ?

O, + Betacarotene— Betacaroteno@—— ?
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(2) Transferéncia de elétrons. Estas reacGes aesula formacao de
radicais cations (CAR ou anions (CAR, dependendo das espécies envolvidas.
Abaixo, seguem algumas rea¢des com o0s carotenoides.

O, + CAR + 2H —— H,0,+ CAR" —— ?

Licopeno + @ —— O,+ Licopeno—— ?

(3) Abstracdo de hidrogénio. A caracteristica fpalcdesta reacéo é a
remocdo do &tomo de hidrogénio (neutro ou carrégado uma entidade

molecular. Abaixo, seguem algumas rea¢fes comrotecaides.

CAR + NOy—— 4-NO-CAR



46

CAR + ROO — CAR + ROOH

CAR" + CHOH —— CAR-OCH +H

Foi descoberto que os carotenoides, em situacOedtate pressdes de
oxigénio (>150 mmHg, 20% e também em altas concentracdes do préprio
composto, podem agir de forma antagdnica, comoopigdante, ao formar
moléculas reativas como os peréxidos (BURTON; INGQL984; MARTIN et
al., 1999); as reacdes estao descritas abaixcetBnto, ja que a presséo parcial
de oxigénio fisiolégica em animais € bem menor 4@ mmHg, foi sugerido
que o efeito pro-oxidante, devido a essa situagéea ser pequeno (EDGE et
al., 1997).

CAR + 0,— RO,
ROO-CAR + 0, > ROO-CAR-00
Rahman e Parker (2001) estudaram a atividade lial@g produtos da

degradacao de carotenoides. Houve inibicdo daferatdo de células T e B em

camundongos expostos a esses produtos. Siems(20@2) detectaram queda
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nos teores plasméaticos de glutationa, aumentoemyss de MDA, inibicdo da
atividade de Na-K* - ATPase e diminuicdo do terceiro estagio da racfo

celular de mitocéndrias hepaticas em camundongosséos a alguns produtos
de degradacéo dos carotenoides. Esses produtos)pedéormar em situagdes
de alto estresse oxidativo como em pacientes fieeaou trabalhadores

expostos ao amianto.

2.9.3 Interagdo com outros antioxidantes

Existe uma relacdo de protecdo ou regeneracdo entamtioxidantes.
Em dietas deficientes em alfatocoferol e seléniayhé et al. (1989) observaram
aumento nos teores plasmaticos de alfatocoferduptementar cantaxantina,
um carotenoide, em humanos. Além disso, houve guadeseroxidacao lipidica
das membranas celulares, sugerindo um efeito degdim ou regeneracao dos
carotenoides sobre o alfatocoferol. Packer (1998)deu o efeito antioxidante
dos carotenoides e alfatocoferdis,vitro e in vivo, sobre as lipoproteinas de
baixa densidade em humanos. Foi observado que lasutas de betacaroteno,
nestas proteinas, eram degradadas ao serem expdgatlV no comprimento
de onda de 295 nm, situagdo em que, segundo q adtdestruiria diretamente
as moléculas de alfatocoferol, implicando assimmbim, uma possivel
interacdo de protecdo ou regeneracdo entre o Fadifstocoferoxil e o
betacaroteno. Bohm et al. (1997) investigaram osamiemos moleculares
relacionados a esses efeitos e demonstraram queaienoides séo convertidos
aos seus radicais cations (oxidados) na presencaadioal tocoferoxil, o
reduzindo a alfatocoferol. Também foi demonstragle g acido ascorbico pode
regenerar os cations de radical carotenoide enc@wlde metanol. Edge et al.
(1997) sugeriram que em meio biol6gico, os catidesadicais carotenoides
presentes nas membranas celulares podem se rapienforma a ter contato



48

com a face polar da membrana, ficando acessivétido ascorbico presente na
fase aquosa dos meios bioldgicos. Segue abaixosguema que representa
estes experimentos (Figura 2). Parece estar relaioa este fato, algumas
pesquisas em que a suplementacdo de betacarotendimiuiu o risco de
desenvolver cancer de pulmdo em pacientes fumangsdiminuiu o risco em
pacientes ndo fumantes (MAYNE et al., 1994; OMENNale 1996), ja que
segundo Combs Jr (2012), o ato de fumar pode diminteor plasmatico de
vitamina C em 40%.

ER TO CK AscH

ERO reduzid TO CAR Ase H*

Figura 3 Interacdo entre os antioxidantes alfatred{TOH), carotenos (CAR) e &cido
ascorbico (ASCH) e com as espécies reativas déoixidERO).

2.10Relacdo da suplementacdo de antioxidantes com oaxkt oxidativo de

vacas leiteiras no pré-parto

Chawla e Kaur (2004) detectaram correlacdo posiémere o teor
plasmatico de betacaroteno e a capacidade antiagigéan vacas suplementadas
com betacaroteno antes do parto (r=0,73). A capdeidantioxidante foi
mensurada pelo método de reducéo do ferro (FRAESteNmétodo, o complexo
férrico tripiridiltriazina (F&® - TPTZ) é reduzido ao ferroso (Ee TPTZ),
mudando sua coloracdo para azul na presenca deidatites em pH &cido
(BENZIE; STRAIN, 1996). Esse achado suporta expentms prévios o qual a
suplementacéo de antioxidantes antes do parto noelladguns indices de saude
em vacas leiteiras (SMITH et al., 1984; WEISS et H90a, MICHAL et al.,
1994). Foi sugerido que ha necessidade de suplamegiiacaroteno durante o

periodo pré-parto a fim de melhorar o nivel decadiantes no plasma e,



49

consequentemente, o estado oxidativo, o que podeflietir nos indices de
saude no inicio da lactacdo (CHAWLA; KAUR, 2004).

Entretanto, nem sempre a suplementacdo de antit@ilanelhora o
estado oxidativo dos animais. Apds observar regilteegativo e inesperado da
suplementacéo pré-parto com vitamina E (3.000 Widdjndice de mastite pos-
parto em vacas de leite, Bouwstra et al. (2010J)iarean retrospectivamente
quais parametros fisiologicos, mensurados no diesada suplementacao (TO, 8
semanas do parto previsto), influenciaram na réspds suplementagcdo com
vitamina E no pré- e pos-parto destas vacas leieifestando a hipétese
sugerida por Nwose et al. (2008) de que a suplerp@otde vitamina E para
individuos com teores plasmaticos insuficienteca®postos que reduzem ou
“regenerem” o radical tocoferoxil a alfatocoferaderia aumentar o estresse
oxidativo, a equipe separou as vacas em grupos @etebinacdo de trés
parametros fisiolégicos no TO: 1) Estado oxidativoespécies reativas de
oxigénio plasméticas (ERO) maior ou menor que 46lU/2) Vitamina E
plasmética — maior ou menor que u&ol/L. 3) Suficiéncia do sistema
regenerador de vitamina E (VERS) - suficiente auficiente, de acordo com
uma série de combinag0es, utilizando o FRAP, gdelglutationa reduzida pela
glutationa oxidada (antioxidante natural) e o tderglutationa peroxidase no
plasma.

As vacas suplementadas com vitamina E em dois grugomsiderados
insuficientes no VERS no TO, tiveram teor mais doERO duas semanas pré-
parto comparadas com as vacas consideradas std&iémdicando aumento do
estresse oxidativo. As vacas suplementadas comia@aE do grupo com teor
plasmatico de vitamina E >1@mol/L tiveram teor plasmatico mais alto de
malondialdeido (MDA), produto de degradacdo das lonanas celulares ao

sofrer peroxidacao lipidica, indicando também aumen estresse oxidativo.
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Foram relacionados os teores plasmaticos de ER@A i pré-parto
de vacas que desenvolveram ou ndo mastite no idclactacdo. As vacas que
desenvolveram mastite, e que foram suplementadas/itcamina E, pareceram
apresentar maiores teores de ERO e MDA no pré-gar®,21 eP=0,14,
respectivamente). Vacas com altos teores plasrsatiedERO e MDA tiveram
2,8 vezes mais risco de desenvolver mastite (95%,C 7,1). Ou seja, vacas
gue aumentaram o estresse oxidativo ao serem semti@das com vitamina E
tiveram mais chances de desenvolver mastite. Qilegoientre os antioxidantes
do corpo é necessario para manter o estado redanideal, ja que ha um
sistema de regeneracdo entre eles. Nem toda vacisgda suplementacéo de
vitamina E. A suplementacéo extra de vitamina Epréeparto de vacas leiteiras
sem conhecer o teor plasmatico de vitamina E epactdade do sistema
antioxidante de regenerar a vitamina E pode aumengstresse oxidativo ao
invés de diminui-lo.

Hipoteticamente, esta conclusdo pode valer pareb®wntioxidantes
suplementaveis como a vitamina C e o betacarojgmme também para eles ha
um sistema de regeneracdo conhecido (COMBS JR,; RRINSKY; YEUM,
2003). Nao existem ainda valores de corte seguas gonsiderar adequada ou
ndo a relagdo entre os antioxidantes no plasmaacesWBOUWSTRA et al.,
2010). Pesquisas nesta linha sdo necessarias eivdegmento de tecnologias
de monitoramento de rebanhos que permitirdo maiaraaia na resposta a
suplementacado de antioxidantes.

2.11Estado metabdlico, oxidativo e fung¢do imune de vasaleiteiras no

periparto

Vérias alterac6es hormonais e metabdlicas acontecewacas leiteiras
na transicdo do final da gestacéo ao inicio daddct O aumento do cortisol
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dias antes do parto ou em situacdes estressardasahfais afeta a atividade
leucocitaria. O cortisol é reconhecido por ser @g&née imunossupressor por se
ligar aos receptores leucocitarios, impedindo@®sirar para os tecidos alvos
e também por diminuir sua capacidade de destruiigio patdégenos. Varias
alteracbes metabdlicas e ambientais em torno do,Emo a hipocalcemia, o
balanco energético, o estado oxidativo e o estréSseico tém papel na
imunossupressao do periparto (BASCHANT; TUCKERMANIQ,10).

O sistema antioxidante de vacas leiteiras é safiemente robusto para
lidar com a producédo de espécies reativas de arigéautros radicais livres na
condicéo fisiologica da transicdo do final da ggftaa lactacdo. Castillo et al.
(2005) detectaram aumento natural na producao tiex@antes em vacas de
leite expostas ao aumento de radicais livres, pedw@nte devido ao esfor¢co
fisico do parto. Entretanto, quando ocorre produgl@sada de pré-oxidantes
nesta fase, a capacidade antioxidante do corpeseedlida e estresse oxidativo
se desenvolvera (BERNABUCCI et al., 2005; CASTILIeD al., 2005). Foi
detectado maior extresse oxidativo no pré-parteadas leiteiras que tiveram
maior variagdo no escore de condi¢do corporal eotrpré e pds-parto
(BERNABUCCI et al., 2005). Castillo et al. (2005)relacionaram alguns
indices metabdlicos de vacas leiteiras com o estadtativo no periodo de
transicdo pré-parto. Houve correlacdo positiva,GE0entre o teor plasmatico
de acidos graxos ndo esterificados e o teor plasmé@e malondialdeido
(MDA), e correlacdo negativa (r=-0,52) entre o tglaismatico de glicose e o de
MDA. Esses dados sugerem uma possivel relacdo @mcoaenergético e
possiveis outras desordens metabdlicas com o estatdivo. Bernabucci et al.
(2002) demonstraram que vacas no periodo de téangigg-parto expostas a
moderado estresse térmico no verdo tiveram maimgsse oxidativo que vacas

parindo na primavera.
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Na resposta imune inicial, espécies reativas dgéoid e outros radicais
livres sdo utilizados pelos linfocitos para combaigganismos estranhos. O
excesso de pro-oxidantes podem trazer danos amséiounes se o sistema
antioxidante do animal estiver debilitado, ja quembranas contém alta
concentragdo de 4&cidos graxos poliinsaturados, omugtisceptiveis a
peroxidacdo. Estes fatores fazem com que o sistenmae durante o periodo
proximo ao parto fique enfraquecido, o que podefatar predisponente a
ocorréncia de enfermidades relacionadas ao sisi@nae, como retencdo de
placenta, metrite e mastite (BERNABUCCI et al., 20CASTILLO et al.,
2005, LEBLANC et al.,, 2004; MALLARD et al., 1998Assume-se que a
relacdo da hipocalcemia com retencdo de placetdaness relacionada com a
diminuicdo da fungdo imune pelos baixos teoresnpdéisos de calcio do que
pela baixa motilidade uterina (KIMURA et al. 200EBLANC, 2008).

Grommers et al. (1989) estudaram a responsividade células do
sistema imune de vacas leiteiras em diferentes faadactacdo. Foi detectado
menor resposta a desafio com endotoxinaEdeherichia coli na glandula
mamaria em vacas no inicio da lactacdo do que emsviao meio e final da
lactacdo. A fagocitose pelos neutréfilos polimotfdeares (PMN) é a mais
efetiva defesa contra a infec¢@o bacteriana. A@eatn contato com bactérias,
os PMN liberam potentes radicais livres que as maaquanto as fagocitam
(PAAPE et al., 2002). Mehrzad et al. (2001) obsenvaqueda na producéo de
espécies reativas de oxigénio pelos PMN em vacasnicio da lactacdo
(MEHRZAD et al., 2001).

Durante a fase final da gestacdo alguns mecanismibszem a
maturacdo e o descolamento da placenta. Fatores eorcdo de algumas
enzimas e células inflamatérias sédo essenciaie pestesso. Gunnink (1984a)
observou que cotilédones colhidos de vacas leitesas retencdo de placenta

(RP) tiveram menor quimioatracdo de leucdcitos cptilédones colhidos de
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vacas que expulsaram a placenta. Os leucécitosadoke alguns dias antes do
parto de vacas que desenvolveram RP foram men@zesmle reconhecer o
tecido cotiledonario num ensaio de quimiotaxia de bpucdcitos de vacas sem
RP. A baixa atividade quimiotatica de leucécitos aotilédones de vacas que
desenvolveram RP foi vista antes, durante e depmiparto nesses estudos
(GUNNINK, 1984a, 1984b, 1984c).

A menor responsividade dos neutréfilos aos quimadiabs em vacas
com retencdo de placenta foi confirmada por oultasres (CAl et al., 1994,
HEUWIESER; GRUNERT, 1987; ROMANIUKOWA et al., 1984imura et
al. (2002) estudaram a funcdo neutrofilica de 1d@aw leiteiras no periparto,
avaliando a atividade quimiotaxica e de destruiclstas células. Houve
retencao de placenta em 14,1% das vacas. Os riegticiletados no pré-parto
de vacas que desenvolveram RP apresentaram didunuig capacidade de
migracdo ao tecido placentario. Além disso, foeditdo menor capacidade de
destruicdo de patdgenos destas células. Hammadn(20@6) observaram queda
na funcdo neutrofilica e na ingestdo de matéria secpré-parto de vacas que
desenvolveram alguma doenca uterina no inicio deagdo. A redugdo da
funcdo neutrofilica semanas antes do parto sugseeogenfraquecimento da
funcdo imunoldgica inata possa ser mais causa daagusequéncia de doencas
uterinas em vacas leiteiras.

Eiler e Hopkins (1992) observaram, ao incubar secfie placentomas
com bactérias produtoras de colagenase, relacaativeegntre a retencdo de
placenta e a degradacdo do coldgeno placentarder Ei Hopkins (1993)
injetaram 200.000 unidades de colagenase na arttérmlical 24 a 36 horas
apoés a retencdo de placenta. Houve liberacdo darpiem 85% das vacas.
Quando a enzima foi administrada na veia jugularvhoeficiéncia de 50%.
Neutréfilos e outros leucécitos sdo fontes méveis ethzimas colagenases
(BURKHARDT; HARTMANN; SCHWINGEL, 1985; MURPHY et al 1977).
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Sendo assim, neutropenia ou qualquer fator quendema quimioatracdo da
placenta pelos neutréfilos pode levar a falhalolrdicdo da placenta.

Retencdo de placenta tem sido constantemente agaad aumento no
risco sobre outras doencas como a cetose, o dewatade abomaso, a metrite,
a endometrite e a mastite (CORREA et al., 1993; ERBSI., 1985; GROHN et
al.,1990; LEBLANC et al., 2002; OLTENACU et al., 49). Oltenacu et al.
(1990) demostraram que a retencdo de placenta aoumernrisco de cetose em
1,7 vezes, mastite em 1,5 vezes e metrite em Mbsvaim disso, a retencao de
placenta, quando provoca metrite, esta associatiaiauicdo em até 16% na
taxa de prenhez (FOURICHON et al., 2000).

2.12Acao do betacaroteno na resposta imune afetando algle

2.12.1 Estudosin vitro

Bendich e Shapiro (1986) detectaram maior prol@oade linfécitos T
e Binvitro quando camundongos foram alimentados com 0,2 pesio vivo de
betacaroteno ou cantaxantina em comparacdo a camgwsl do tratamento
controle. Cantaxantina ndo apresenta atividadeitdeiwna A, vitamina com
atividade imunomodulatéria conhecida (COMBS JR,208endo assim, foi
concluido que o efeito dos carotenoides sobretensisimune se deve também a
uma propriedade além de sua bioconversao a vitafidavitamina A age no
processo de diferenciacdo das células imunes, d@amenmitogénese de
linfécitos e também pode influenciar a capacidaaigoéitica de mondcitos e
macrofagos (COMBS JR, 2012).

Neutréfilos polimorfonucleares (PMN) incubados cdmatacaroteno
apresentaram maior eficiéncia bactericida comparadocontrole. Além disso,
ndo foi detectado dano em suas membranas celidaraate o combate aos
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microrganismos, causados pelas espécies reativasxig€nio produzidas
durante a exploséao respiratéria (ANDERSON; THERD®80).

Tjoelker et al. (1988) alocaram 30 vacas holandast&és tratamentos.
O tratamento VA recebeu 53.000 Ul de palmitato eknol/d, o tratamento
AVA recebeu 213.000 Ul de palmitato de retinol dattuplementacédo) e o
tratamento VA + BC recebeu 400 mg de betacaroteb8.600 Ul de palmitato
de retinol misturados a racdo. A suplementacdoefmizada por 42 dias antes
(D-42) até 14 dias (D14) apo6s a interrupcdo daddic (D0). O teor plasmatico
de vitamina A no D-42 ndo diferiu estatisticamesti&re os tratamentos e estava
dentro do teor 6timo de 0,25-0,80 pg/mL (AKAR E GALGLU, 2006).
Entretanto, o teor plasmatico de betacaroteno &sthaixo do recomendado, de
3 pg/mL (FRYE; WILLIAMS; GRAHAM, 1991). Apos a sugnentacdo houve
gueda no teor plasmatico de vitamina A nos tratamseviA e AVA e tendéncia
de aumento no VA + BC, ao longo do experimento. Naove efeito sobre o
teor plasmatico de betacaroteno nos tratamentoseVAVA, porém houve
aumento de 2,5 pg/mL no DO para 4 pg/mL no D14. tidélos
polimorfonucleares (PMN) sanguineos isolados noeiD14 foram incubados
com retinol nas concentracdes 0°&0L0" M, &cido retinoico nas concentracdes
0, 10’ e 10° M, betacaroteno nas concentracdes 0,e100°M ou solucéo basal
na presenca d&aphylococcus aureus para avaliar a habilidade fagocitica e
bactericida destas células. Houve melhora no irfdigecitico e bactericida dos
PMN isolados no D14 e incubados com betacarotemotraamentos VA e
AVA e efeito nulo no tratamento VA + BC. Houve é¢fenulo e/ou negativo
nestes indices para todos os tratamentos incubeolos retinol ou acido
retinoico. Os autores concluiram que a incubac&@@MHK isolados no D14 com
betacaroteno s6é melhorou a eficiéncia de combatdracas patdégenos em
animais com teores plasmaticos subo6timos de beteoar (tratamentos VA e
AVA). Além disso, os dados sugerem que a incubagaw diferentes formas de
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vitamina A (retinol ou acido retinoico) pode sekitd em animais com teor
plasmatico adequado de vitamina A.

Daniel et al. (1991a, 1991b) observaram maior fer@cdo de células
mononucleares (macrofagos, linfocitos e plasmégitssladas do leite e do
sangue de vacas leiteiras e incubadas com betasarna concentragéo 1M
ao serem induzidas a sofrer mitose pela concamavAli Nao houve efeito da
concentracdo 10e 10° M de retinol ou da concentracdo®® 10"°M de &cido
retinoico sobre a proliferacdo induzida destas lagluOs autores nao
mensuraram os teores plasmaticos de betacarotentargina A durante o
experimento.

Foi avaliada a habilidade do produto OxC-beta (Agen, Ottawa,
Canada) de afetar a expressao de genes relevamsgosta imune (BURTON
et al., 2014). Fibroblastos humanos foram incubamws 5 pmols/L de OxC-
beta e desafiados com lipopolissacarideo indutanitiezse para mimetizar uma
condi¢éo de infeccdo. O OxC-beta aumentou a eXjwesds genes associados
com o reconhecimento dos patdégenos, como os rebmapela expressao dos
receptores Toll-like e suas moléculas de suportprdduto também reduziu a
expressdo de genes responsaveis pelo processmadtdl@do, como os que
expressam as citocinas e os receptores de citoeimagulou a expressado de
moléculas de transducédo de sinais envolvidas mp@sts inflamatdria, como as
inibidoras e mediadoras da inflamacdo. Esses aslmdt sugerem que estes
mondmeros e polimeros de betacaroteno encontradograduto OxC-beta
podem influenciar diversas respostas celulares&sis com 0 processo imune

inato.

2.12.2 Acdo na glandula maméria
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Rakes et al. (1985) alimentaram 70 vacas Holandesadieta baseada
em silagem de alfafa ou silagem de milho. Dentrssea@rupo, as vacas foram
alocadas aos tratamentos 0 ou 300 mg/d de betawar(Rovimix. Hoffmann-
La Roche Inc., Nutley, Estados Unidos). As dieastioham teores adequados
de vitamina A (3.919 Ul/kg MS) e as vacas foram lemgntadas com
betacaroteno do parto até 100 dias em lactacdo.hNéee diferenca entre os
tratamentos no teor plasmatico de betacaroten@ado (2,6 ug/mL). As vacas
suplementadas com betacaroteno retomaram essdetbetacaroteno plamatico
por volta de 45 dias apés o parto e atingiram g&@8,0 pg/mL no dia 75 apos o
parto. As vacas nao suplementadas atingiram pi&4lag/mL no dia 75 apds
0 parto. Os animais alimentados com silagem ddaaffasuplementados com
betacaroteno tiveram menor contagem de célulaste@mano leite que os nao
suplementados (114 + 38. 459 + 190 células/mL), indicando melhor saude da
glandula mamaria.

Wang et al. (2013) suplementaram 316 vacas posadaforal de 5 g de
betacaroteno (Rovimix. DSM Nutritional Products .LtéParsippany, Estados
Unidos) nos dias -23, -12 e 0 relativos ao part®.adtores observaram menor
incidéncia de mastite em primiparas suplementa@ig® ¥s. 52,9%), mas ndo
em multiparas (45,&. 51,0%).

Bian et al. (2007) avaliaram o efeito da suplengidade betacaroteno
sobre a salde de vacas leiteiras em trés expedmeBetenta e cinco vacas
foram suplementadas com 0, 300 ou 500 mg/d de dreteao (Rovimix. DSM
Nutritional Products Ltd., Queensland, Australia)axperimento 1 e 2 e com 0
ou 300 mg/d no experimento 3. A suplementacéo foilids do parto previsto
até 70 dias ap6s o parto. O teor plasmatico decémeti@no antes da
suplementacdo foi em média 1,2 pg/mL. No experimehf as vacas
suplementadas com betacaroteno tiveram maior tasmgatico de betacaroteno
nos dias 10 (0,9s. 0,5 pg/mL) e 60 apds o parto (M2 0,4 pg/mL). Houve
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reducdo na taxa de mastite dos animais suplementzmln betacaroteno em
relacdo ao tratamento controle, as taxas foranB® 43,6% para os tratamentos
500, 300 mg e controle, respectivamente, porémhodive diferenca entre o
tratamento 500 e 300 mg. No experimento 3, a sugitgdo com betacaroteno
reduziu a incidéncia de reten¢éo de placenta {8 26%).

Chew et al. (1982b) relacionaram a severidade dgtitmacom o teor
plasmatico de betacaroteno em 45 vacas leiteirasevlridade da mastite foi
categorizada pelo teste californiano (CMT). Amastita sangue foram coletadas
a cada CMT realizado. Foi observado decréscimo ew plasmatico de
betacaroteno quanto maior foi a severidade da t@a&i 4,7 pg/mL para o
escore 1 do CMT, 4,5 pg/mL para o escore 2 e IMmlupara o escore 3.

Entretanto, Johnston e Chew (1984) observaramaelexyersa entre o
teor plasmatico de betacaroteno 10 dias anteset¢édias apds o parto e a
incidéncia de mastite em 96 vacas leiteiras naadrda lactacdo. Outros estudos
ndo apontaram efeito benéfico da suplementacae@edroteno em reduzir a
CCS e prevenir mastite (BINDAS et al., 1984; KAEWUAIN et al., 2012;
LEBLANC et al., 2004; OLDHAM et al., 1991).

2.12.3 Acdo no utero

Akar e Gazioglu (2006) relataram menor teor de daetdeno
plasmatico no inicio da lactacdo em vacas que debamam RP. O teor
plasmatico de betacaroteno nas vacas com RP neddij®21, 28, 35 e 42 da
lactacdo foi 1,12, 1,31, 1,48, 1,62 e 1,93 pg/mekspectivamente. Nos animais
sem RP os teores foram 1,41, 2,44, 3,44, 5,09 & |5gdmL. Houve diferenca
estatistica em todos os dias coletados. Inaba €986a) também observaram
gue vacas com maior teor plasmatico de betacaratendia do parto e no
primeiro dia pds-parto tiveram menor incidénciaRike
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Michal et al. (1994) alocaram 56 vacas Holandegsasa#o tratamentos:
1) ndo suplementado (controle); 2) 300 mg de bedtarao/d (T300); 3) 600 mg
de betacaroteno/d (T600) ou; 4) 120.000 Ul de gatmide retinol/d (VitA). O
betacaroteno (Rovimix) e o palmitato de retinolafaracrescidos a dieta dos
animais de 30 dias antes (D-30) até 30 dias appar (D30). Leucdcitos
foram isolados do sangue e do leite das vacas.eQsafilos foram incubados
com Saphylococcus aureus e os linfécitos foram incubados e tiveram a
proliferacéo induzida por agentes mitogénicos. sike suplementacéo as vacas
tiveram teores subdétimos de betacaroteno plasm@iGopg/mL) e 6timos de
vitamina A (0,42 pg/mL). Os teores plasmaticos ii@mina A e betacaroteno
diminuiram até o D7 em todos tratamentos. O T6@rdeu o decréscimo no
teor plasmético de betacaroteno e teve teor nosivditar ao D-30 (2,3 pg/mL).
N&o houve diferenca entre o T300 e o tratamentdralene ambos foram
superiores ao VitA em relacdo aos teores plasnsatieobetacaroteno. Houve
gueda na taxa de retencdo de placenta do T600lagdwoeao controle (2&s.
41%) e tendéncia de queda do VitA e T300 comparadasntrole (33 e 3is.
41%). Apesar desta resposta, apenas o0s tratamenjdementados com
betacaroteno apresentaram aumento na proliferagdozida de linfécitos
(T600) e no indice fagocitico dos neutrdéfilos inmtdils comSaphylococcus
aureus (T300)

Kaewlamun et al. (2011b) suplementaram 20 vacé#sirles com 1000
mg de betacaroteno/d (Rovimix. DSM Nutritional Rrot$ Ltd., Paris, Franca),
60 dias antes do parto (D-60) até o parto (DO)r&3u20 vacas foram utilizadas
como controle. O teor plasmético de betacarotetesata suplementacéo foi 3,0
pg/mL. A suplementacdo elevou o teor plasmaticdbelacaroteno para 7,5
pg/mL no dia 30 pré-parto (D-30), entretanto hogueda drastica nos teores
plasmaticos de betacaroteno do D-14 (7,0 pg/mLpa4 (3,0 pg/mL). No
tratamento controle houve queda nos teores plaspsatie betacaroteno do D-
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60 até o D14 (2,3 pg/mL). A diferenca nos teoressmpliticos entre as vacas
suplementadas e controle perderam significanciartr plo D14. Foi detectado
aumento no teor plasmatico de hidroxiprolina (amaio relacionado a
degradacéo do colageno) no D21. Além disso, haenecdo na porcentagem de
neutréfilos em esfregacos cervicais e uterinos dasas suplementadas
comparadas ao controle no D28, indicando melhaslirpdo uterina nas vacas
suplementadas com betacaroteno.

Wang et al. (2013) suplementaram 316 vacas conu® lgetacaroteno
(Rovimix. DSM Nutritional Products Ltd., Parsippany, Estados Unidos), via
infusdo oral, nos dias -23, -12 e 0 (relativos adtq). Foi detectada menor
incidéncia de metrite puerperal e febre no inieidattacdo em vacas multiparas
que tiveram retencdo de placenta e que foram seplaias com betacaroteno
comparadas ao controle.

Velickovi¢ et al. (2008) administraram, por via i.m., 200 rdg
betacaroteno ou solucdo salina a 30 vacas Holasiddsas semanas antes e
duas semanas ap0s o parto. Nao foi observada tasgosbetacaroteno na

incidéncia de retencdo de placenta comparado e&kalina.

2.12.4 Acdo no balanco energético

Foi demonstrado que dietas com alta energia, emurdomgos,
estimulam a expressdo do gene (MCP-1) responsd@lel quimioatracdo de
macréfagos no tecido adiposo e camundongos coltragiio macrofagica neste
tecido apresentaram resisténcia a insulina (KANDAlg 2006). Foi sugerido
que a producdo de ERO pelos macréfagos seria urfattoes que induziria a
resisténcia a insulina (KAMEJI et al., 2010) e mssesses autores incubaram
células adiposas na presenca do fator de necroserdu alfa (um potente
gerador de ERO) com betacaroteno nas concentr@c¢désou 20 uM. Células
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adiposas, incubadas com 20 pM de betacarotenoseapaeam reducdo na
concentracdo de ERO e aumento na expressdo de games relacionados a
sensibilidade a insulina, incluindo os que expmesss adiponectinas e 0s
transportadores de glicose (glut-4).

Vacas podem apresentar resisténcia a insulina wugartransicdo do
final da gestacdo a lactacdo (DRACKLEY,1999). Batrto, ndo foi detectada
relacdo entre o teor plasmatico de betacaroten@®aulo energético de vacas
leiteiras (KAEWLAMUN et al., 2012; KAWASHIMA et al.2010; SHAW et
al., 1950). Kawashima et al. (2010) ndo observati#enencas significativas nos
perfis metabdlicos de glicose e de acido graxo esterificado no inicio da
lacta¢d@o de vacas suplementadas ou ndo com betaadurante 21 dias antes
do parto. Kaewlamun et al. (2012) também nao dataet diferenca no teor de
acidos graxos ndo esterificados no inicio da ld@ctale vacas suplementadas ou
ndo com 1000 mg de betacaroteno (RovinbigM Nutritional Products Ltd.,
Paris, Franca) durante 60 dias antes do parto. Séiawal. (1950) néo
encontraram relacdo entre o teor plasmatico decdretizno ou vitamina A no

pré-parto de vacas leiteiras e cetose no iniclaactacao.

2.12.5 Acéo em tumores

Em camundongos, a suplementacdo de betacaroteteg@uocontra
cancer de pele induzido pela radiacdo ultraviokettambém contra tumores
induzidos quimicamente (BENDICH, 1989). O carcinateacélulas escamosas
oculares é a neoplasia com maior frequéncia ermbsysendo que a incidéncia
de raios ultravioletas € um dos principais fatoges predispem a doenca
(MOULTON et al., 1978).

2.12.6 Mecanismos de atuagéo
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Os mecanismos pelos quais os carotenoides regulamuradade néo
estdo completamente compreendidos. Foi citado sjgarotenoides melhoram a
funcdo imune através da habilidade de regular idefiludas membranas, de
melhorar a comunicacdo da juncdo do tipo gap e éambomo antioxidante
(CHEW; PARK, 2004). O efeito antioxidante € 0 mesam mais amplamente
aceito. As células imunes podem sofrer dano pogaisp reativas de oxigénio
produzidas durante o processo de eliminacdo dogemabs. (BENDICH, 1989;
CHEW, 1993).

2.13 Acdo do betacaroteno na producdo de leite

Oldham et al. (1991) suplementaram 41 vacas la#teiom 300 mg/d de
betacaroteno + 50.000 Ul de vitamina A/d durant@i@ antes do parto até 42
dias da lactagdo. Outras 41 vacas foram utilizaeso controle recebendo
50.000 Ul de vitamina A/d. Houve tendéncia de aumem producéo de leite
das vacas suplementadas com betacaroteno compaadamtrole (38,1s.
35,8 kg/d).

Aréchiga et al. (1998) suplementaram 114 vacasilag multiparas com
400 mg/d de betacaroteno (Rovimikoffmann-La Roche Inc., Nutley, Estados
Unidos) durante os dias 15 ao 170 pés-parto. Odttdsvacas foram utilizadas
como controle. Foi observado aumento na producdolede das vacas
suplementadas comparadas ao controle (840677 kg).

De Ondarza et al. (2009) suplementaram 266 vad@érds com 425
mg/d de betacaroteno (RovimidSM Nutritional Products Ltd., Parsippani,
Estados Unidos) por 120 dias apés o parto. Ou#t8svacas foram utilizadas
como controle. A dieta basal continha 8.400 Ul danvina A/kg na MS. Foi
observado aumento no teor e producado de proteifgitapembora estes efeitos



63

s6 tenham sido observados em vacas até 100 diE®&rao (2,96%s. 2,92%,
P=0,11) e em vacas com mais de trés partos (¥xs3R27 kg, P=0,13).
Entretanto, o efeito mais marcante foi o aument@nmualucdo de gordura do
leite (1,45vs. 1,36 kg/d,P=0,02). O aumento da secre¢do de gordura no leite
pode ser explicado pelo aumentm vitro, no crescimento de bactérias
celuloliticas em fluidos ruminais incubados comabatoteno (HINO et al.,
1993). Outros autores ndo observaram efeito naupémde composicéo de leite
em resposta a suplementacéo de betacaroteno emletieaas (BINDAS et al.,
1984; KAEWLAMUN et al.,, 2012; RAKES et al., 1985; AMG; OWEN;
LARSON, 1988).

2.14 Acéao do betacaroteno na reproducao

2.14.1 Atividade esteroidogénica

Kawashima et al. (2009) relacionaram o teor plasmdte betacaroteno
antes do parto com o retorno da atividade lUtepaseparto de 22 vacas leiteiras
multiparas. As vacas que ovularam durante a prin@ida folicular pds-parto
tiveram maior teor plasmatico de betacaroteno 2k dintes do parto em
comparacao as vacas que ndo ovularam (2,97 vsuf/68.).

Varios fatores tém sido associados ao desenvoltomeos cistos
foliculares, incluindo a alta producdo de leitebalanco energético negativo,
complicacbes no parto, predisposicdo genética eordiess nutricionais
(Opsomer et al., 1999). O mecanismo da formacaaidtss foliculares parece
envolver a insensibilizacdo do hipotalamo ao esmégdurante o crescimento
folicular, induzida previamente por uma baixa exgis do hipotdlamo a
progesterona (GUMEN; WILTBANK, 2002, 2005). Inaba al. (1986)
observaram que o teor plasmatico de betacarotérmsigfaficativamente menor



64

em vacas com cistos foliculares que em vacas s#osdil,1 vs. 3,3 pg/mL) no
inicio da lactacdo. O aumento da producdo de prgem induzido pelo
betacaroteno poderia estar associado a este f&IKAMN; RODWAY, 2000;
RAPOPORT et al., 1998; TALAVERA; CHEW, 1988).

Rapoport et al. (1998) coletaram corpos liteosakinbs em diferentes
estagios de desenvolvimento e correlacionaram acadgule esteroidogénica
com os teores de betacaroteno nessas célulasbs@ivada correlacao positiva
(r=0,43) e significativa entre o teor celular detalbaroteno e o teor de
progesterona plasmatica.

Alguns autores demonstraram que a adicdo de betanar poderia
aumentar a producdo de progesterona em célulaaidlutevitro (ARIKAN;
RODWAY, 2000; TALAVERA; CHEW, 1988). Talavera e Ghe(1988)
incubaram células luteais de suinos com diferentescentra¢cdes de &cido
retinoico, betacaroteno e retinol. Ao desafiar estélulas com hormdnio
luteinizante, foi observado aumento linear na pgddude progesterona ao
utilizar acido retinoico e retinol em concentrac@esscentes. Apesar do meio
com betacaroteno em sua menor concentracdo (0,¥L)rtey apresentado os
melhores resultados entre todos 0s compostos, @s mmis concentrados (1
pmol/L e 10 pmol/L) reduziram linearmente a produgé progesterona. Arikan
e Rodway (2000) observaram efeito positivo da adigé betacaroteno na
concentracdo 0,1umol/L sobre a producdo de pragestede células luteais
bovinas in vitro. Entretanto, alto teor de betacaroteno (1umolfipiu a
producdo de progesterona. Vale ressaltar que esigerimentos nao
diferenciaram o efeito direto do betacaroteno nonemto da sintese da
progesterona do seu papel como provitamina A, gaajbetacaroteno pode ser
convertido em retinol em células luteais (MORALESle 2006).

Foi sugerido que a vitamina A poderia estimulaintese e a ativacdo da
enzima de clivagem da cadeia lateral do coles{@®ICCE) nas células luteais,
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enzima responsavel por um dos passos da producdgragesterona
(GANGULY et al., 1980). Mais tarde, foi comprovadoe os retinoides estao
relacionados com a ativacdo de alguns genes retaiis a esteroidogénese,
como o CYP11Al responsavel pela codificacdo da nemziCSCCE
(WICKENHEISSER et al., 2005). Outro mecanismo siggeno betacaroteno
em relacdo a esteroidogénese € o de protecdo tldascé componentes
ovarianos contra as espécies reativas de oxig@ftNG et al., 2000; CHEW et
al., 2001; TALAVERA; CHEW, 1988). Young et al. (1®8observaram que
células luteais cultivadasn vitro com betacaroteno apresentaram menor
concentracdo de ligacdes cruzadas entre a enzilCE S radicais livres
produzidos no processo de conversdo do colesterptogesterona. Estas
ligagBes cruzadas inativam as enzimas CSCCE, hddtassim a producéo de

progesterona.

2.14.2 Efeito da suplementacdo de betacaroteno no Uterora producédo
de embrides

Sales et al. (2008) estudaram a resposta superdriala a qualidade de
embribes em novilhas e vacas Holandesas em lactapi®mentadas com duas
doses de betacaroteno associadas ao tocoferolutOses superovularam 87
novilhas e 90 vacas. No dia 0 e 5 do protocolo upemmvulacdo, os animais
receberam a suplementacdo de betacaroteno (BCraofertol (T) por via
intramuscular, formando trés tratamentos. O prinaiatamento recebeu 800
mg de BC + 500 mg de T, o segundo recebeu 1.200enBC e 750 mgde T e 0
terceiro foi utilizado como controle. Ndo houveitefela suplementacéo sobre a
proporcédo e a quantidade de embries viaveis. fante houve interacédo entre
tratamento e paridade para estas duas variaveisolfservado ganho na
viabilidade de embrides nas vacas suplementadaspooareu efeito inverso nas
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novilhas. Wang et al. (2002), ao administrawnitro, altas doses de tocoferol em
embrides de camundongos, verificaram reducdo nenglelvimento e morte
destes embrides. Efeito negativo da suplementaedantioxidantes, como ja
visto, pode acontecer por inversdo de papéis destepostos, tornando proé-
oxidantes quando ha um desequilibrio na relac&e estantioxidantes do corpo
(BOUWSTRA et al., 2010).

Schweigert et al. (2002) estudaram o efeito damiita A e do
betacaroteno dietético no desenvolvimento e naidpadd# embrionaria de 36
marrds alocadas a trés tratamentos: 1) 4.000 Witamina A/marrd/d; 2) 8.300
Ul de vitamina A/marrd/d; 3) 100 mg de betacaroteraord/d e 4.000 Ul de
vitamina A/marrd/d. Previamente essas marras fmaspor dieta de deplecao
de betacaroteno por quatro semanas. Foi detectamlar mproporcdo de
blastocistos e maior qualidade embrionaria normatao com betacaroteno em
relacdo aos demais tratamentos, sugerindo melisendelvimento embrionario.

Alguns trabalhos sugerem que o betacaroteno pagidareo fluido
uterino. Marras suplementadas com betacarotenmtivenaior quantidade de
proteina de ligagdo do retinol (RBP) no dia 15 éatagdo comparadas ao
tratamento controle com adequada suplementacadateinva A (CHEW et al.,
1982a). Outros trabalhos observaram resultadoslisentes no fluido uterino de
gatas (CHEW et al., 2001) e de marras (SCHWEIGERAL.£2002), também
adotando tratamentos controle adequados em vitainivieng et al. (2000) nédo
observaram efeito sobre a concentracdo total deipeono fluido uterino de
cadelas suplementadas com doses crescentes dearb&mc. Entretanto,
cadelas suplementadas com 50 mg de betacaroteroantiv maior teor
plasmatico de progesterona no dia 12 e 26 da gestagmparativamente ao
controle. A implantacdo do embrido depende da c@agéo cruzada entre o
blastocisto e 0 endométrio, sendo que este mecardspende da vitamina A e
do teor de RBP no meio uterino (SCHWEIGERT et 2002). Além disso, a
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placentacdo e o desenvolvimento embrionario tamb@mdeterminados pela
vitamina A (CLAGETT-DAME; DELUCA, 2002).

Outro mecanismo sugerido ao betacaroteno em refadéuilidade é o
de protecdo das células uterinas e embrionarigsacarmeroxidacao, facilitando
a implantacdo e sobrevida do embrido (CHEW e@D1; SCHWEIGERT et
al., 2002). Ikeda et al. (2005) citaram que € pessflue o betacaroteno
extracelular no fluido folicular e o betacarotemrdcelular incorporado em
células foliculares e nos odcitos, os protegemraoatcitotoxicidade mediada
pelas espécies reativas de oxigénio, podendo aamerdesenvolvimento dos
odcitos competentes.

Aréchiga, Ealy e Hansen (1995) demonstraram que tathperatura
durante o desenvolvimento de embrides aumentadugfio de radicais livres
consumindo antioxidantes sollveis. Neste estudexpasicdo de embrides de
camundongos a choque térmico severo (41°C) prejudicdesenvolvimento e a
viabilidade destes embrides. Um dos mecanismosegxatacar o efeito deletério
da temperatura elevada sobre os embribes foi andigdio em quase 50% na
concentragao intracelular de glutationa (um andiaxie natural). A inibicdo da
sintese de glutationa, pela adicdo do compost@ring sulfoximina, também
reduziu a viabilidade e o desenvolvimento dos ebelsri

Retinol ndo tem a capacidade de suprimir moléalgasxigénio singlete
e tem uma capacidade muito baixa de reduzir owsgEcies reativas de
oxigénio (COMBS JR, 2012). Portanto, pode-se prasum efeito particular do

betacaroteno na fertilidade bovina em relagéoaamiita A.

2.14.3 Suplementacéo de vacas em lactacdo com betacaroteno

Rakes et al. (1985) encontraram menor diametroédaixcde vacas
(n=35) suplementadas com 300 mg/d de betacaromn@he 28 dias pds-parto
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comparado as vacas nado suplementadas com betacarpte35). Vacas

suplementadas com betacaroteno também foram med®qas em retornar a
ciclicidade estral. As vacas foram suplementadas loetacaroteno do parto até
100 dias em lactacdo. Nao houve diferenca entréraiamentos no teor

plasmético de betacaroteno ao parto (2,6 pg/misuglementacgéo elevou o teor
plasmatico de betacaroteno até o dia 75 (3,0 pug/mlpartir do qual houve

estabilizacdo. As vacas ndo suplementadas tivesaalagdo teor plasmatico até
o dia 25 (1,6 pg/mL) e elevacédo até o dia 75 (YHAnl), estabilizando em

seguida.

Aréchiga et al. (1998) realizaram trés experimentdzando 701 vacas
leiteiras. Os experimentos 1 e 2 foram realizadogando e o experimento 3 no
inverno. Metade das vacas em cada experimentapdémentada com 400 mg
de betacaroteno/d (Rovimix. Hoffmann-La Roche Ihwiley, Estados Unidos)
durante os dias 15 a 170 da lactacdo, a outra enéadtilizada como controle.
No experimento 1 as vacas suplementadas com baetiwampresentaram teores
plasméticos de betacaroteno superiores as do i§es. 3 pg/mL, aos 90
dias da lactacdo). Nos experimentos 2 e 3 houveemtomdiscreto no teor
plasmético de betacaroteno em resposta a suplegien{d,5vs. 3 pg/mL e 2,5
vs. 2 pg/mL, aos 90 dias da lactacdo). Apenas no empeto 1 houve efeito
positivo da suplementacdo sobre a fertilidade. ¥asaplementadas com
betacaroteno por mais de 90 dias tiveram maiordaxarenhez aos 120 dias em
relacdo ao controle (35y6. 21,1%). Os autores sugeriram que a condicao de
estresse térmico no experimento 1 pode ter induaidesposta favoravel no
desempenho reprodutivo a suplementacgdo, ja quenpetatura corporal esté
relacionada ao estresse oxidativo dos animais (BEBRMCCI et al., 2002).

De Ondarza et al. (2009) suplementaram 266 vadi@srds com 425
mg/d de betacaroteno (RovimidSM Nutritional Products Ltd., Parsippani,
Estados Unidos) por 120 dias apés o parto. Ou#t8svacas foram utilizadas
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como controle. A dieta basal continha 8.400 Ul damina A/kg na MS.

Sessenta dias apds o parto, o teor plasmatico tdedbeteno foi 2,47 + 0,98
pg/mL para o tratamento controle e 3,56 + 1,93 |igprara o tratamento
suplementado. No dia 120, o teor plasmatico dechmiteno foi 1,71 + 0,55
pg/mL e 2,75 + 1,34 pg/mL para controle e supleadmtrespectivamente. A
proporcdo de vacas gestantes calculadas a cad@@a@ifodl 23% nas vacas
suplementadas e 12% no tratamento controle. NolB o efeito benéfico
continuou, foi 20% e 9% para suplementadas e dentespectivamente.

Ay et al. (2012) avaliaram o efeito da administagé&ramuscular com
0,4 mg/kg de peso vivo de betacaroteno (Carofedinetra&Werfft AG,
Neufeld an der Leitha, Austria) sobre parametrqggodutivos de vacas em
lactag@o. Um total de 124 vacas Holandesas foraocadas a cinco tratamentos:
TI) administracdo de betacaroteno nos dias 15 aptis o parto (pp); T2)
administracdo de betacaroteno apenas no dia 15T®p;administracdo de
betacaroteno apenas no dia 45 pp; T4) administ@ded@tacaroteno nos dias 35
e 45 pp; T5) controle. O teor plasmatico de betdeap no dia 15 pp foi
semelhante entre os tratamentos (1,0 pg/mL). Nal8jeo teor plasmético de
betacaroteno foi 3,5 ug/mL no T1, 1,9 yug/mL no 2, pg/mL no T3, 4,4
pg/mL no T4e 1,0 pg/mL no controle. Houve aumento no teornpéiEo de
betacaroteno entre os dias 15 e 48 para todosatamngntos, exceto para o
controle. A proporcao de vacas gestantes apomgésinacdes foi 100% no T1
e 88% no T4, superior aos valores de 80% no T2, 84%d3 e 70,8% no
controle. O Teste Exato de Fisher foi utilizadoapeomparar a proporcdo de
vacas gestantes.

Entretato, varios autores relataram a falta detcefgignificativo da
suplementacdo com betacaroteno apds o parto samsempenho reprodutivo.
Akordor et al. (1986) ndo detectaram efeito sobrexa de concepcdo ao
primeiro servico e a involucdo uterina da suplemgit de 400 mg/d de
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betacaroteno (Rovimixdoffman-La Roche Ltd., Brampton, Canada) do dia 10
pbs-parto até as vacas ficarem gestantes ou sesgarthdas. O teor plasmatico
de betacaroteno foi menor ao parto (1,0 pg/mL)4fueias antes do parto (4,0
pg/mL). A suplementacéo elevou o teor plasmaticdhetacaroteno no dia 98
pés-parto a 2 pg/mL, a partir do qual houve esragfio. No tratamento

controle, o teor plasmatico de betacaroteno daclaié o dia 100 pés-parto (0,6
pg/mL).

Bindas et al. (1984) também relataram que a supiem&o de vacas
leiteiras com 600 mg/d de betacaroteno (Roviieffmann-La Roche and Co.
Ltd., Basel, Suica), da quarta semana apés o partosgiana 13, ndo afetou o
intervalo em dias do parto ao primeiro servico @lmero de servi¢cos por
concepgdo. Além disso a suplementacdo ndo tevie sfdre os teores de LH,
progesterona, insulina e glucagon no plasma. Aadiasal continha silagem de
milho e adequada suplementacdo de vitamina A cor@085Ul/d. O teor
plasmético de betacaroteno na primeira semanagrésoi baixo (0,8 pg/mL).
A suplementacéo elevou o teor plasmatico de bettray até a semana nove da
lactacdo para 2,45 pg/mL. As vacas no tratamentdraie tiveram teor
plasmético de betacaroteno de 1,5 pg/mL na semata da lactacéo,
estabilizando em seguida.

Wang, Hafi e Larson (1988) avaliaram o efeito dalementacdo de 600
mg/d betacaroteno por 27 semanas sobre a libedachbl pelo hipotalamo em
resposta a desafio com GnRH em vacas leiteiras.vak®s lactantes no
tratamento controle (n=7) e no suplementado (niw&yam teor plasmético de
betacaroteno de 2,6 pg/mL no inicio do periodo éxpatal. A suplementacéo
elevou o teor plasmatico de betacaroteno para §@luna 162 semana. No
tratamento controle, o teor plasmatico de betagacotleclinou a 1,9 pg/mL na
semana 16. ApOs esta fase, os autores interromparéantacdo das vacas,
porém a suplementacdo foi mantida. Na semana 2o plasmatico de
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betacaroteno declinou para 1,5 pg/mL nos animgieswentados e para 1,0

pg/mL no controle. Os autores ndo conseguiram expla queda no teor

plasmatico de betacaroteno com o encerramentoctiaci. As vacas foram

ovariectomizadas na semana 20 e o desafio de GoRtedlizado na semana

27. Néo foi detectado efeito de tratamento soleppplasmatico basal de LH,

sobre a frequéncia e amplitude dos pulsos de Lehviatados a cada 15min

durante 6h, ou sobre a quantidade total de LHdiberestimado da area sob a
curva de LH, em resposta a administracao de GnRKwbEm néo foi detectado

efeito sobre o teor plasmatico de progesteronagriamdo corpo liteo e teor de
progesterona luteal imediatamente antes da ovangzacao.

2.14.4 Suplementacéo de betacaroteno no pré-parto de vackesteiras

Bian et al. (2007) avaliaram o efeito da suplentgfdade betacaroteno
durante o pré e pos-parto sobre o desempenho rgpymde vacas leiteiras em
trés experimentos. Nos experimentos 1 e 2, 75 viacam suplementadas com
0, 300 ou 500 mg/d de betacaroteno. No experim@ntd@6 vacas foram
suplementadas com 0 ou 300 mg/d. A suplementacAeeqm trés semanas
antes do parto até 10 semanas ap6és. No experirheagovacas suplementadas
com betacaroteno (300 e 500 mg) tiveram maiorpgkmmatico de betacaroteno
em relacdo ao controle nos dias 10 (89,5 ug/mL) e 60 apoés o parto (¥
0,4 pg/mL), porém ndo apresentaram diferencas sinthéo experimento 2 foi
detectada diferenca no teor plasmatico de betarara@penas no dia 60 apos o
parto, o tratamento suplementado com 500 mg apgmsem maior teor
plasmatico (3,3 pug/mL), os tratamentos 0 e 300 &wdiferiram entre si (2,5
pg/mL). Houve reducdo nos dias do parto ao primestoo do tratamento 500
mg em relacdo aos tratamentos 300 mg e contratendal diferiram entre si, no
experimento 1 (72, 84 e 80 dias, respectivamenéxXperimento 2 (71, 76 e 79
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dias, respectivamente). No experimento 3 a supleEm@o de 300 mg de
betacaroteno aumentou a porcentagem de vacas esenga de corpo liteo (58
vs. 39%) e a taxa de prenhez (&6 24%) no dia 70 apos o parto comparado ao
controle.

Kawashima et al. (2010) estudaram o efeito da sugiacdo de
betacaroteno antes do parto sobre o retorno diidadde estral em vacas
leiteiras apOs o parto. Dois experimentos forarizados. No experimento 1 as
vacas foram suplementadas com 0 ou 500 mg de beteca por 24,6 + 2,6 d
antes do parto. No experimento 2 as vacas forateraeptadas com 0 ou 2.000
mg de betacaroteno por 24,3 £+ 1,5 d antes do pArtsuplementacdo com
betacaroteno aumentou a propor¢éo de vacas quarawulna primeira onda
folicular pés-parto: 4/%s. 1/5 no experimento 1 e 9/12. 5/10 no experimento
2.

Kaewlamun et al. (2011b) suplementaram 20 vacéairkes com 1.000
mg de betacaroteno/d (RovimiRSM Nutritional Products Ltd., Paris, Franc¢a)
de 60 dias antes do parto (D-60) até o parto (@Qjtras 20 vacas foram
utiizadas como controle. O teor plasmatico de dst#teno antes da
suplementacéo foi 3,0 pg/mL. A suplementacdo elavdeor plasmatico de
betacaroteno para 7,5 pg/mL no dia 30 pré-part8@p-entretanto houve queda
do D-14 (7,0 pg/mL) até o D14 (3,0 pug/mL). No tragmto controle, houve
gueda no teor plasmatico de betacaroteno do Dé&0 &t14 (2,3 pg/mL). Nao
houve diferenca entre tratamentos no teor plasmdgchetacaroteno no D14.
N&o foi detectado efeito da suplementacdo pré-gamo betacaroteno sobre o
intervalo do parto & primeira ovulagdo, na produtdtal de progesterona
estimada pela area sob a curva de progesteronia diareite e na atividade
ovariana estimada pelas concentracdes de progesstedoleite no periodo de 0
a 50d e 51 até o fim do experimento, classificadanc ciclo normal,

anovulacao, ciclo irregular ou corpo liteo persiste



73

Veli¢kovi¢ et al. (2008) injetaram por via intramuscular 209 de
betacaroteno em 15 vacas Holandesas, duas senmiea® aluas semanas apos
o parto. Nao foi detectado efeito sobre varidvesadutivas comparativamente
ao controle ndo injetado. As variaveis estudadasriodias do parto ao primeiro
estro, niumero de servi¢os por concepcao e diaarto g concepcao.

Wang et al. (2013) suplementaram 316 vacas cord 8egbetacaroteno
(Rovimix. DSM, Nutritional Products Ltd., Parsippany, Estados Unidos) nos
dias -23, -12 e 0 relativamente ao parto. Nao fetectado efeito da
suplementacdo com betacaroteno sobre a reprodisawariaveis estudadas
foram: proporcdo de vacas com presenca de corpo b dia 63, taxa de
concepcdo apds 60 dias da 12 e 22 |A e porporcéiacds gestantes aos 300 dias
de lactacéo.

O efeito negativo da suplementacdo com betacars@me a fertilidade
de vacas leiteiras foi relatado (FOLMAN et al., Tp&stes autores alocaram
155 vacas a trés tratamentos. No tratamento 1 (¥WA-¥s vacas foram
suplementadas por 60 dias antes do parto (D-60), @ mg de acetato de
retinil/d e apds o parto receberam 96 mg de acdtatetinil. Tratamento 2 (BC-
VA), as vacas foram suplementadas com 500 mg decdreteno (Rovimix.
Hoffmann-La Roche, Basel, Suica) no pré-parto e 96 mg de acetatetitd! no
pés-parto. Tratamento 3 (BC-BC), as vacas forankesugntadas com 500 mg
de betacaroteno no pré-parto e 700 mg de betanaraie poéds-parto. Os
suplementos foram fornecidos até as vacas gestaweserem descartadas. Os
teores plasmaticos de betacaroteno nos D-35 e (@ritds do parto) e nos D30,
D60 e D90 (apbs o parto) foram: 2,36, 1,76, 0,820 £ 1,06 pg/mL para VA-
VA, 5,51, 5,13, 1,44, 1,39 e 1,43 pg/mL para BC&A,56, 5,56, 4,30, 5,81 e
6,57 pug/mL para BC-BC. A taxa de concepc¢do parast@s inseminacdes foi
53,9% para VA-VA), 42,2% para BC-VA e 27,9 % paf@a-BC. O intervalo do
parto a concepgao para vacas com trés partos oosnfP) e para vacas com
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guatro partos ou maig4P) foram, respectivamente, 110 e 112 dias para VA-
VA, 130 e 129 dias para BC-VA e 133 e 166 dias @€aBC. O nimero de
inseminacgdes por concepcao para vad#s e>4P foram de 1,8 e 1,8 para VA-
VA, 2,2 e 2,2 para BC-VA e 2,5 e 3,4 para BC-BCtd0r plasmatico de
betacaroteno no tratamento BC-BC foi superior &mdte 3,0 pg/mL (FRYE;
WILLIAMS; GRAHAM, 1991). Os autores ndo sugerirarigan mecanismo
para a resposta negativa em desempenho reprodatistgplementacdo com
betacaroteno.

2.14.5 Mecanismos de atuacao

O mecanismo de acéo pelo qual a suplementacgéo e@ralboteno pode
determinar a eficiéncia reprodutiva de vacas leiteiparece envolver sua
conversdao em vitamina A no Utero e ovarios, ja qQueitamina A esta
relacionada com a implantacdo e o desenvolvimantwienario e também esta
envolvida na expressdo génica de enzimas relac@snadcesteroidogénese nos
ovarios. O betacaroteno também pode ter acdo &dite, protegendo
componentes celulares de espécies reativas denmigéque pode aumentar a
funcdo imune e a sobrevida dos embriGes. Entretarttetacaroteno ndo parece
atuar a nivel do sistema hipotalamo-hipofisarioéml disso, a resposta a
suplementacdo com betacaroteno pode ser deternpedalauracdo do periodo
de suplementacéo, pelo teor de betacaroteno ralisetl e pelo teor sanguineo
obtido. O desafio ambiental também determina aostapdo animal ao

betacaroteno suplementar.

2.15 Discussdo comparativa entre os principais trabalhoda literatura
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O teor plasmatico de betacaroteno em vacas no idiclactacdo (11 +
12d) foi 2,48 + 1,60 pg/mL e a suplementacdo méedid54 + 121 mg/vaca/d de
betacaroteno elevou os teores plasmaticos de betmica em 0,74 + 0,72
pg/mL apés 60 dias de tratamento (Tabela 1). Neanfmbservadas respostas
em desempenho reprodutivo em experimentos cujaemsagoitacdo de
betacaroteno elevou de forma discreta o teor plasmale betacaroteno
(AKORDOR et al., 1986; BINDAS et al., 1984). Foiteéetado um acréscimo na
proporcdo de vacas gestantes em vacas suplemem@atiabetacaroteno por
mais de 90 dias (ARECHIGA et al., 1988) e por maés 105 dias (DE
ONDARZA et al., 2008) e nas quais os teores plasogtle betacaroteno apds
a suplementacado alcancaram niveis superiores agd L. Entretanto, Folman
et al. (1987) observaram um efeito negativo em rdpseho reprodutivo de
vacas leiteiras suplementadas com betacarotendaOadtes do parto até se
tornarem gestantes (Tabela 2). Neste experimetgorglasmatico obtido apés
a suplementacéo foi maior que 6,0 pg/mL. Mensureapacidade antioxidante
das vacas antes da suplementacdo e acompanhado egidativo em resposta
a suplementacdo podem ser pardmetros importantes sigementar
antioxidantes (BOUWSTRA et al., 2010). Estes dagosleriam ajudar a
explicar a magnitude e a direcdo das respostas sao de betacaroteno
encontradas na literatura.

Diminuicdo na incidéncia de retencdo de placentANBet al., 2007;
MICHAL et al., 1994) e melhora na involucdo (KAEWMAN et al., 2011b) e
saude uterina (WANG et al.,, 2013) foram observagescipalmente ao
suplementar betacaroteno comecando no pré-paxtacas leiteiras (Tabelas 2 e
3). Sendo que a suplementacao apenas no pré-gavacds leiteiras (Tabela 3)
pareceu influenciar eventos restritos ao periodo @wmo do parto
(KAEWLAMUN et al., 2011b; WANG et al., 2013), ja gua resposta no teor
plasmatico de betacaroteno a suplementacdo deabatEmo diminuiu com o
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avancar dos dias em lactacdo (KAEWLAMUN et al., 1f)1 Betacaroteno
reduziu a contagem de células somaticas (RAKES. efl285) e diminuiu a
incidéncia de mastite (BIAN et al., 2007; WANG dt, 2013). Entretanto,
diversos autores ndo encontraram efeito na saudgladalula mamaria (DE
ONDARZA et al.,, 2008; BINDAS et al., 1984; OLDHAMt aal., 1991;
KAEWLAMUN et al., 2012). Variaveis reprodutivas e csalde ndo sao
dependentes apenas do teor plasmatico de betawardiguns fatores podem
mascarar ou evidenciar a resposta a suplementachetdcaroteno e deveriam
ser mais bem descritos nos experimentos como deuaatibidticos, protocolos
reprodutivos, ambientacdo e estresse oxidativadosais.



Tahelal Efeito da suplementagio pos-partode betacarotenono teor plasmatico e no desempenho produtivo, reprodutive e
de saide em wacas leiteiras,

5 Frod

Estudn Supl.  TPBCP  Periodo de TPBCO (DAS) c::IELiJ:,I.-’D Desordens Renrodusan
M) mesfd  pefmL supl (DRP) pe Sl mastite Lterinas
Aréchi t Leit 21,1 35,4% (P120

FECNBAEL  h oy 3,0vs . 27vs 67 (50d) e (el o ¥8. 35,4% (P120)
al. [1998) 400 . 15alio 3.0 vs 6.0 (75 d) T577 vs - apenas apas 90 dias de
(N=228) ! ! ! 8106 kg suplementacao
Akord t . MS trit
al F{g;;; 0ou 10 10 & 0,7 ws 2,1 (60 d) i inﬁ.l:r;-;LEu;ré: MS [cistos, parto ao
[NI—SE] 400 ! concepcio 0,6 vs 2,0 (100 d) uterinal 1% cio, P90 & P120)
Falk t al. < Digmet

AESEE g . 2,0vs 2,6(60d)  <cCS fameELre .
[1985) 300 2,6 0aloo 24 vs 3,0 (75 d) NS [Leite) de Cérvix < Parto ao 18 cio
(N=70) i d (+21 e +28d)
W t al. N5 [P st CL

e ELEL g g . 1,6 vs 2,4 (60 d) Progesterana, CL)
[1988) 600 2,6 Dalons 1,0 vs 3,5 (112 d) - - MS (resposta do GnRH
(MN=13] ! ! & liberagio de LH)
De Qnd
E:al EE:] Oou oo gagp  25¥S36(60d) NS (CCS] ) 12 vs. 23% (P21, 105d)
i 5'15] 425 ! 1,7vs 2,71120d) = Gordura 9 ys 20% (P21, 126d)
Bindasgf, al. 8 ou _ NS (CCS) MS (p?rtn ao 1% cia,
[1984) 1,2 28a90 14 vs 2,3 (60d) ) - nuam. 1A por

GO0 MS [Leite) N

(N=78) concepcan)

N = Nimerm de ammas no experiments. Supl = suplementagio, TPRCF = Teor plasmatco de betacaroleno antes da suplementagio.
DRP = Dias relabwos ao parto. TPBCO = Teor plasmibico de betacaroteno oblido apds a suplementagio. DAS = Dias apés a
suplementagiio. P21 = Proporgio de wacas gestantes a cada 21 dias, P20 e 120 = Proporgio de wacas gestantes aos 90 & 120 dias em
[actagin,
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Tabela 2 Efeito da suplementagiio pré e posparto de betacaroteno no teor plasmatico e no desempenho produtivo,

reprodutive o de satde em vacas leiteiras,

Estudo supl. TPECP  Periodo de TPBCO pg/mL Produgéo de Utere Reproducio
() mefd  pgfmL o supl. (DRP) (DRP) leite/mastite Rrodus
Oldhan et MS [mastite)

0 ou . 6,0 wvs 85 (-284d :
al, (1991) 100 10,0  -75 até +42 2’0 ve 4’0 i[+42 d]] Leite [kg) - -
[N=83) ! ! 35,8vs 381
Michal et

0, 300 1,1 vs. 1,1 ws 2,3 RP (41%
{1994 ’ 23  -30até+30 ! ! - ' -
al.{1934) 600 : " (+30 d) 31%, 25%)
(N=5E]
Bian et al, Mastite NS [RP -

0,200 ; 04 ws L,0ws 1,2 < Partoao 12 cio (dias
(2007)1¢2 0:4 E00 1,2 -2l até+70 ! (+5Jud] ! 13,6%b, 0%a  40%, 25%, B0 Bda ?2|[: )
Exp [N=75) e 4,3%ab 34%) L
Bian et al, MS (RF - B ale bl
(2007) 28 ::4 35':"]% 11 -21até+70 27 ”ié‘;d"? 3,3 - 27%, 19%, Pa;cgaan?é:;jlid'asj
Exp (N=75) 18%) T
Blan et @, 0 ou NS (Mastite - < RP [26% > P70d
(2007) 32 - -21 até 7o+ - . . .
Exp (N=76] 200 36% vs 199%) vs, 89 (24 vs 36%)
Folman et 0-0, 0- 80 até 1,8vs 5,1 vs 5,6 <Gordura < CTA (54, 42, 28%)
al. [1987) 500 ou - concenciio -14d). 1,1 vs1,4 [vacas =4 - Principalmente em
(M=155] 500-700 Rl vs 6,6 (-90d) partos) vacas 24 partos

N = Nimemo de animaiz no experimento. Supl
DREP = Dias relatvos ao parto, TPRECO
PI0 = Proporngio de vacas gestantes aos 70 dias em lactagio, CTLA

suplementagio, TPRCP

Teor plasmatico de betacaroteno antes da suplementagio,
Teor plasmstico de betacaroteno obtide apds a suplementagio, RP = Betengiio de placenta.
Taza de conzepgiio apds odas inseminagies.
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Tabela3 Efeito da suplementagio pré-parto de belacaroteno no teor plasmatico e no desempenho produlivo, reprodutivo e de
satde em wacas leiteiras,

Perioda

Estudo Supl. TPBCP de supl TPBCO (DRP) Produgéo de Utero Reproducio

(M) mefd  ugfmL iDHPI:EII ME L leite/mastite P ¢

Wang et al. 0 ou .23 .12 Mastite (64,0 < metrite (65,2 vs

(2013) c000 . 2o . vs 53,9%) 31,0%) NS (PCL-63d, P300d)

[M=318) primiparas  (Em vacas com RP)

K | . ;o ) MS [P st

Efzr'l;n;r; 0ou 10 -60até 3,0 ws 7,5 (-30d) NS [CCS) = hidraxiprolina : l: ;ZE:D :Dmlllac?;
' ! 1000 ! t 2,3 3,0 (+14d M5 [Leit +21d - !

2012} (N=40] dpats 2.3 vk 3,0 (+ldd) (Lelte) (+21d) atividade ovarianal)

N = Nimero de animais no experimento, Supl = suplementagio, TPRCP = Teor plasmitico de betacaroteno antes da suplementagio,
DRF = Dias relatvos ao parto, TPRCO = Teor plasmdtico de betacaroteno obtido apds a suplementagio. P300 = Propomgio de vacas
gestantes aos 300 dias em lactagio, CTIA = Taxa de concepgiio apds fodas inseminagéies, PCL - 63d = Proporgio de vacas com corpo
litleo ans 63 dias em lactagio,
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ABSTRACT

The pre-calving supplementation of beta-carotene esaluated. The
data set contained 283 Holsteins that receive@atnent for >14 d (29.1+6.9
d). Cows were paired blocked by parity and expectdding date and assigned
to a treatment: Beta-carotene (1.2 g/cow/d) or @banThe same TMR batch
was offered to all cows and beta-carotene was tepséd per cow once a day.
Milk yield was recorded daily and sampled at 30.3+& post-calving.
Frequency distributions were analyzed with GENMODSAS using logistic
regression for binomial data. Continuous variabese analyzed with PROC
MIXED of SAS. Within parity, nonparametric estimatef the survivor function
for reproductive variables were computed usingptueluct-limit method of the
Kaplan-Meier method with LIFETEST. Plasma beta-tawe content at the start
of the experiment was similar (2.99 ug/nit=0.59) and peaked at 3.26 pg/mL
on day -15 pre-calving for supplemented cows (2.8ZmL for Control,
P<0.01). Colostrum density, milk yield, and milk isisl content were similar
(P>0.32). Milk yield from d 20 to 109 of lactation w8105 kg for primiparous
and 3595 kg for multiparou?€0.01). Beta-carotene tended to increase milk
protein content from 2.90 to 2.96%=0.09) and to decrease the proportion of
primiparous with a milk fat to protein ratio >1.Eoifn 22.6 to 6.4%R=0.08).
The proportion of primiparous with difficult calgn SCC >200,000 cells/mL,
metritis, progesterone >1 ng/mL at 21 and 42 d,dWception at first service,
and % pregnant at 90 and 150 d were simia0(46). There was a trend for
decreased incidence of SCC >200,000 cells/mL intipaxbus supplemented
with beta-carotene (38.9%s. 28.1%, P=0.12), other variables were similar
(P>0.21). Beta-carotene reduced the proportion oftiparous with retained
placenta 12 h post-calving from 29.9% to 21.7%egtiofi placenta release was
392 min (340 to 440) for beta-carotene and 490 (88% to 540) for Control
(Median and 95% confidence interval. LogRd&%0.05 and WilcoxorP=0.04).
For primiparous, beta-carotene did not determirecepita release (incidence
was 15.4%). Responses in the intervals from caltingirst estrous, to first
service, and to conception were not detected. Taeglving supplementation
of beta-carotene increased the plasma content @droalving. There was no
detectable response in milk yield or reproductiefgrmance. Beta-carotene
reduced the incidence of retained placenta in partius cows.

Keywords: Beta-carotene, retained placenta, transition period
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1. INTRODUCTION

Carotenoids, such as beta-carotene, can be codverteitamin A in
cells of the intestinal mucosa, liver, uterus amdri@s [1,2,3]. Carotenoids also
have antioxidant function, protecting cells and cemponents against reactive
oxygen species [4]. The antioxidant defense systénuairy cows around
calving may be overloaded with reactive oxygen E®eqredisposing animals
to immune system related diseases, such as retgilaegnta, metritis and
mastitis [5,6,7]. Beta-carotene supplementationreiased the proliferative
response of lymphocytes to mitogens and enhancegliagocytic ability of
polymorphonuclear neutrophils [8,9]. Beta-carotdeéiciency may play a role
on reproduction, lactation performance and heplsiifying its supplementation
to dairy cows around calving.

Under confinement dairy production systems, totainf reliance on
preserved forages is not uncommon. The carotenoident of forages is
reduced during storage as silage or hay [10] aaatdmtent in most grains is not
substantial. Positive responses in dairy cow fgrtdnd lactation performance
have been observed when beta-carotene was suppéhadter calving [11,12],
although absent [13,14] or negative [15] effects reproduction have been
reported. The diverse response to beta-carotenglesnpntation post-calving
may be related to the duration of supplementatiothe beta-carotene content
of the basal diet, to the blood plasma concentratiduced by the supplement,
and by the degree of immune depression and oxa&latress of animals [11].

Although the post-calving supplementation of betestene may be
beneficial to dairy cows, Kaewlamun et al. [16] anM@ng et al. [17] reported
benefits in uterine health of cows supplementech witta-carotene before
calving. Kawashima et al. [18] also showed in ao®iective study that

ovulatory cows in the first follicular wave posthan had higher plasma beta-
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carotene concentration before calving than anosulatows. These studies
suggest that beta-carotene supplementation befdving may improve fertility
in early lactation.

In small confinement systems adopting multiple sjiett is not
uncommon for fresh cows to go directly to the mustrient dense diet of the
farm, without having access to a post-calving djmediet. The permanence time
of cows in post-calving groups is also variablegyeataling on herd management
practices and degree of group crowding. This séenamakes difficult the
adoption of nutrition strategies specially focusedthe entire transition period
(pre- and post-calving). Thus, the aim of this gtuds to evaluate the effect of
beta-carotene supplementation during the pre-@viansition period on

lactation performance, reproduction and healthaoliydactation dairy cows
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2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Animals and treatments

Experimental procedures were approved by the Fedbaraersity of
Lavras Bioethic Committee in Utilization of AnimalBrotocol 1056/13). The
study was conducted in a commercial dairy herd 38’5, 36°36'W, Brazil).
The farm separated primiparous from multiparousscawring the pre-calving
transition period and along the lactation. Withiege two calving order groups,
cows were paired blocked based on expected cablag and were randomly
assigned to a treatment at days -25 to -31 of theigted calving date (goal was
a 28-day pre-calving transition period). Cows weraved from the dry cow to
the transition cow group once per week. Treatmevese: 1.2 g/d of beta-
carotene (12 g/d of Rovimix, containing 10% betestene. DSM Nutritional
Products, Sdo Paulo, Brazil) or Control. The trtamsicow free stalls with self-
lockers were split into two identical halves (similbedding and feed bunk
availability per cow). The same TMR batch was ateto all cows. The beta-
carotene was top dressed once daily to each cow.

Twelve cows that received the pre-calving transitiget for less than 14
days were removed from the final data set. For28@ cows that received the
pre-calving diet for 14 days or more, the duratidrthe pre-calving transition
period was 29.1+6.9 days (MeanzSD). The period fritva beginning of
treatments allocation till the day the last cow pteted 150 days in milk lasted
from January 23to September 27 2012. Calvings occurred from Februafy 1
to April 30". For each response variable, the number of expgetah units
varied depending on data availability and reli&pillhe number of observations

for each variable is described in Table 1.
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2.2. Diets

The composition of the diets was defined by the agen without the
interference of the research team. The formulated fibr the pre-calving
transition period contained (% of DM). 55.9% coilage, 17.2% green chop
Tifton, 8.9% soybean meal, 3.9% finely ground cdm@% citrus pulp, 4.8%
whole cottonseed, and 2.9% minerals, vitamins, adhditives. The formulated
lactating cow diet contained (% of DM): 34.8% caitage, 8,4% green chop
Tifton, 13.8% soybean meal, 6.1% whole heated soyhel8.6% finely ground
corn, 11.9% citrus pulp, 2.3% whole cottonseed, 4186 minerals, vitamins,

and additives.

2.3. Blood sampling for beta-carotene and progester one assays

Blood samples from the coccygeal vessels were rdadn day O (first
day of supplementation), between days -18 andelHlive to calving (day -15),
and on days 7 and 56 of lactation. Blood beta-eamtontent was quantified as
in [19] using the iEx system, a single-step derasdion, and beta-carotene
extraction into organic solvent, followed by betaatene measurement using
iCheck (BioAnalyt GmbH, Teltow, Germany), a por&atdpectrophotometer.
Concentrations were classified as Higi3.6 pg/mL), Intermediate>R to <3.5
png/mL) or Low (<2 pg/mL).

Blood serum progesterone (P4) concentration walyzethin samples
from the coccygeal vessels obtained on days 214&maf lactation. Serum was
stored at -20°C until assayed for P4 concentratipisolid phase RIA using a
Coat-A-Count Progesterone kit (Diagnostic Prod@xsporation, Los Angeles,
USA). The intra-assay coefficient of variation fa¥ &&ssays were 0.14 and 1.68,

for low and high samples, and the inter-assay Wed8 and 2.12%, for low and
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high samples. Cows with luteal activity were defines serum progesterone

concentration above 1 ng/mL.

2.4. Calving difficulty, colostrum density, and placenta release

Immediately before the expected calving date, cawese moved to
sand-bedded maternity pens. Calving was classifigdfarm personal as
unassisted or assisted. Colostrum density was mdeted with a
lactodensimeter. Time post-calving of placentaasdewas measured up to 12 h
of calf delivery. The non-detachment of fetal meama@s within 12 hours was

considered as retained placenta.

2.5. Milk yield and composition

Cows were milked three times per day starting AV} 12 AM, and 8
PM. Milk yield of each cow was recorded daily fratays 20 to 109 of lactation
and samples were obtained between days 15 and K2tafion. Milk samples
were preserved in 2-bromo-2-nitropropane-1,3-diml the content of solids and
somatic cells (SCC) was analyzed by infrared aial{Bentley 2000. Bentley
Instruments Inc., Chaska, USA). Milk fat to proteatio greater than 1.5 was
considered as a sign of ketosis [20]. A SCC grethizn 200,000 cells/mL was
considered as mastitis. The SCCs was convertedlitear scale from 0 to 9
(linear SCC), the midpoint of each score represkitg the following linear
SCC values (x 1000 cells/mL): 12.5 to linear SC@®to SCC linear 1; 50 to
linear SCC 2; 100 to linear SCC 3; 200 to linealCS£ 400 to linear SCC 5;
800 to linear SCC 6; 1600 to linear SCC 7; 3200rtear SCC 8 and 6400 to
linear SCC 9.
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2.6. Reproductive management

Estrus detection was performed visually. Cows vkegt under routine
herd reproductive management practices. Rectalafiaip of all cows was
performed by the herd veterinarian at around 30s dafylactation. Purulent
secretion or presence of liquid in uterus at utiomsl exam was defined as
metritis. Cows were then transrectal palpated ab-week intervals until
insemination after a 60 d voluntary waiting periddnly natural estrus or
induced with prostaglandin k2wvere used to inseminate the cows. Pregnancy
diagnosis by ultrasonography (Aloka SSD %08 MHz linear transducer,
Tokyo, Japan) was performed from day 25 to 38 aftmemination and

confirmation was performed 14 days later.

2.7. Satistical Analyses

Frequency distributions were analyzed with the GENMprocedure of
SAS using logistic regression for binomial data.nfdmious variables were
analyzed with the MIXED procedure of SAS with a rabdontaining the fixed
effects of Parity (primiparous, multiparous), Blogkthin Parity, Treatment
(Control, Beta-carotene) and the interaction ofitPand Treatment. Analysis
was also performed for the primiparous and the ipardbus cow data sets
separately, with a model that did not contain trzeitl? effect. Blood beta-
carotene content was also analyzed with a modehiring the fixed effects of
event (difficult calving, retained placenta, milatfcontent to protein content
ratio, metritis, mastitis, P4 at 21d, P4 at 42doeption at 1 service, pregnancy
at 90d and pregnancy at 150d), sampling day, aadntieraction of event and
sampling day. Within parity, nonparametric estirsaté the survivor function

for variables calving to°®lestrous, calving to*lservice, calving to conception,
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and time from calving to placenta release were agetpusing the product-limit
method of the Kaplan-Meier method, by the LIFETEfcedure of SAS.
Survival curves were generated. Comparison of ting\sal curves between the
two treatments used rank tests for homogeneity:-rfapg and Wilcoxon test.
The log-rank test places more weight on largerigahtimes, and the Wilcoxon

test places more weight on early survival times.

3. RESULTS

The blood content of beta-carotene at the starthef pre-calving
transition period (Day 0) was similar across treaita (Tables 2 and 3). In
relation to Day 0, blood content at day -15 rekatio calving was decreased for
cows on Control, while it was increased for theaksdrotene supplemented
cows (Table 3). Blood beta-carotene content of kupented cows peaked at
3.3 ug/mL on Day -15. Blood concentrations weredstwvimmediately after
calving, although they were increased by the supeig. Primiparous cows had
lower blood beta-carotene content than multipacng at Day 0 (Table 3). The
pre-calving supplementation of beta-carotene irsg@dhe blood content around
calving, but the difference between treatments edeserd with the advance in
lactation.

There was no evidence for a response to beta-carsigoplementation
in colostrum density, milk yield, and milk fat cent (Table 4). However, beta-
carotene supplementation tendde=@.09) to increase milk protein content.
Linear SCC and the ratio of fat to protein in millere lower for primiparous
than for multiparous cows. Peak milk yield was abd6 kg/d for primiparous
and 53 kg/d for multiparous, and the interval froaiving to peak milk yield

was smaller for multiparous than for primiparoug/so
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There was a trendP€0.08) for a decreased proportion of primiparous
cows with a milk fat to protein ratio greater tham when beta-carotene was
supplemented (Table 5). There was also a tréteD.(2) for a decreased
incidence of SCC greater than 200.000 cells/mL foualtiparous cows
supplemented with beta-carotene (Table 6). Dedipédack of strong statistical
evidence, the pre-calving supplementation of batatene apparently favored a
lower incidence of ketosis and mastitis.

The supplementation of beta-carotene reduced the ®©f placenta
release for multiparous cows (Figure 1), reducimg proportion of cows with
retained placenta 12 h post-calving from 29.9%1t@%. For primiparous cows,
in which the proportion of cows with retained platzewas 15.4%, beta-carotene
supplementation did not determine placenta rel€¢@ggire 2), suggesting that
the supplementation was effective only when thédamce of the disorder was
high.

The supplementation of beta-carotene did not détertie proportion
of cows pregnant at®1service, and at 90 or 150 days of lactation, @ th
proportion of cows with serum progesterone conétrave 1 ng/mL at days 21
and 42 post-calving (Tables 5 and 6). In additibere was no response in the
intervals from calving to *1 estrous (Figures 3 and 4) and from calving to
conception (Figures 5 and 6). There was an uneaghctrend for multiparous
cows supplemented with beta-carotene to have amaést calving to°®iservice
interval (Figure 7), although this interval was ®&&m for primiparous cows
supplemented or not (Figure 8).

Regardless of supplementation, blood beta-caratengent was higher
for cows with improved reproduction and without tités (Table 7). There was
also a trend for increased blood beta-carotenesnofdr cows with milk fat to
protein ratio greater than 1.5, and with serum esteyone greater than 1 ng/mL
at 21 and 42 days of lactation (Table 7). The i@lahip between these variable
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and blood beta-carotene content was consistentgakampling days, no
treatment by day interaction was detected. No diffee in blood beta-carotene
content was observed for cows with or without regdi placenta, metritis, or
difficult calving (Table 7).

4. DISCUSSION

The lower content of beta-carotene in blood at Dapr primiparous
compared to multiparous cows suggests that heifers more deficient in this
compound than lactating cows. The farm routinelgdusome green chop grass
as a source of long fiber for lactating cows, wttikgfers were fed on silage as
the major feed ingredient. Beta-carotene deficianay be an issue not only for
lactating animals, but also during the raising phaslthough parity had an
effect on blood beta-carotene content before suppiation begun, content at
Day 0 was similar for both treatments. The onseaaiive mammary function
quickly eliminated the parity effect on blood betrotene content.

Blood beta-carotene content of supplemented cowkeueat Day -15,
two weeks after the start of the supplementatidre fmean 3.3 pg/mL content
for supplemented cows was lower than the 7.5 pgfonitent two weeks before
calving of Kaewlamum et al [16]. Those authors sepgnted pre-calving cows
with 1 g/d of beta-carotene for six weeks; bloodabmarotene was 3 pg/mL
eight weeks prior to calving (at dry-off), and @ug/mL with two weeks of
supplementation. The lower blood content valueunstudy may have been the
result of a shorter duration of the supplementatipariod or of a
supplementation period that was initiated neareh¢oactive functioning of the
mammary gland in preparation for the next lactatiblowever, blood beta-
carotene concentration was lowest immediately aftalving in both

experiments, although it was increased by the supght.
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The lowest blood beta-carotene content immediatéibr calving (Day
7) is in agreement with other reports [15,16].ds been attributed to the uptake
of the compound by the mammary gland for colostneges, specially during
the last week of gestation [8,21,22]. The oxidatmihbeta-carotene by an
increased oxidative stress and the physiologicakylén dry matter intake
immediately around calving may also contributehis bbservation [23].

The supplementation of beta-carotene prior to nghdid not determine
milk yield in early lactation. Similar response hasen observed by another
[24]. However, Aréchiga et al [11] reported an &ase in milk yield when cows
under heat stress were supplemented with betaecerofrom day 15 post-
partum up to 170 days in lactation. Oldham et &] Elso observed a trend for
increased milk yield when cows were supplementatl Weta-carotene before
(75 days) and after (42 days) calving. These ressliggest that to elicit a
positive milk yield response to beta-carotene, shygplementation may need to
be done in early lactation. However, we observégrd £=0.09) for increased
milk protein content for cows supplemented withabedrotene. The mechanism
for this response in unclear, although it may deseronsideration, since the
magnitude of the response for multiparous cows simdlar to the response to
methionine supplementation (26,27), around 0.1 mitkein percentage units.

A trend P=0.08) for decreased proportion of primiparous covith a
milk fat to protein ratio greater than 1.5 was aobed in response to beta-
carotene supplementation. It suggests that thelesmgpmt may have had a
beneficial effect on the incidence of ketosis irstfilactation [20]. Although
previous studies have not detected differenceslasnm non-esterified fatty
acids and glucose in response to beta-carotendesog@ptation before calving
[24,28], the large numerical difference in the frency between supplemented
and Control cows (22.6%s. 6.4%) suggests that this finding may deserve

further evaluation. A trendPE0.12) for decreased proportion of multiparous
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cows with SCC greater than 200,000 cells/ml in oesp to beta-carotene
supplementation was also observed. Bian et al §28) Wang et al (24) also

observed positive effects of beta-carotene suppitatien before calving on the

incidence of mastitis in dairy cows. Beta-carotants as an antioxidant and can
improve immune function [8,9]. Despite the lackstfong statistical evidence,

the pre-calving supplementation of beta-caroteneamgmtly favored a lower

incidence of ketosis and mastitis.

A positive effect of the supplement on immune fiortis also indicated
by the reduction for multiparous cows in the momempost-partum of placenta
release. Michal et al [9] detected an improvemenpliagocytic activity and
killing ability of blood neutrophils and a highelobd lymphocyte proliferation
in response to mitogenic agents in dairy cows ®rpphted with beta-carotene
before and after calving, translated in a lowerdence of retained placenta and
metritis. However, primiparous cows that had a loweidence of retained
placenta than multiparous (15.4%6. 25.8%), also had lower blood beta-
carotene content at Day 0 and similar content imately before calving,
emphasizing the multifactorial nature of the disorctertainly not determined
only by the content of beta-carotene in blood.

Despite the reduction in placenta retention, treatisidid not determine
uterine health and time of first ovulation. The -pedving supplementation of
beta-carotene was only capable of affecting a respwoariable event occurring
at calving (placenta release), or the therapeuticqulures adopted by the farm
was capable of masking a treatment effect on retdce tract status. An
increase in plasma hydroxyproline concentratioggsstive of a more complete
uterine involution [16], and a decreased incideofcpuerperal metritis in cows
with retained placenta [17], have been reportedegponse to the pre-calving

supplementation of beta-carotene.
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The supplementation of beta-carotene did not déterrthe intervals
from calving to first estrous and from calving tenception, neither the
proportion of cows pregnant at first service, ah@G@or 150 days of lactation,
or the proportion of cows with plasma progesterooetent above 1ng/mL at
days 21 and 42 post-calving. The similarity in theation of the interval from
calving to first detected estrous suggests thastipplement did not induce gain
in estrous behavior. Kaewlamum et al [16] also dat detect a favorable
response in reproductive performance of dairy caasthe pre-calving
supplementation of beta-carotene. The supplementati beta-carotene post-
calving may be required to elicit an increase ispla levels in early lactation,
possibly inducing a positive response in reprodgectperformance. The
supplementation of dairy cows with beta-caroten ingproved the pregnancy
rate when it was performed for at least 90 [11]@5 [12] days post-partum.

Although there was no detectable effect of the padum
supplementation of beta-carotene on conception catgs that conceived at'
service, and were pregnant at 90 and 150 days igherhblood beta-carotene
content than non-pregnant cows. Cows with serurggst@rone content greater
than 1 ng/mL at 21 and 42 days also had higherdbtmmcentration of beta-
carotene than cows showing no luteal function. kehiraa et al [18] also
showed a positive relationship between plasma tetatene content before
calving and ovulation in early lactation. Cows witw SCC also had higher
blood beta-carotene than cows with SCC greater2088r000 cells/mL. Chew et
al [30] reported a negative relationship betweelif@aia Mastitis Test scores
and plasma beta-carotene content in dairy cowssel hesults suggest that beta-
carotene may indeed have a role in immune relatghdes and fertility in dairy
cows. High blood beta-carotene content was alstalto increased milk fat to
protein ratio, suggesting that increased body fabilization increased beta-

carotene content in blood [31,32].
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5. CONCLUSIONS

The supplementation of beta-carotene before calicgeased blood
content around calving, but the response decreabdhe advance in days of
lactation. Multiparous cows supplemented with hetestene had a lower
incidence of retained placenta. There was no ddikctesponse in milk yield or
reproductive performance. Beta-carotene supplertientboth before and after
calving may be required to elicit pronounced resgsnin reproduction,

performance, and health of dairy cows.
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Table 1. Number of observations used for analysiesponse variables on treatments
Control and Beta-carotene, for primiparous (Primg enultiparous (Mult) cows.

Control Beta-carotene

Prim Mult Prim Mult
Calving to £ estrous 33 97 33 91
Calving to f'service 31 94 29 87
Calving to conception 31 94 29 87
Colostrum density 31 95 26 97
Conception atlservice 30 84 28 74
Day of peak 30 69 29 70
Difficult calvings 32 107 33 106
Linear SCC 33 95 32 89
Mastitis 33 95 32 89
Metritis 31 94 31 87
Milk 30 69 29 70
Milk %Fat/%Prot 31 89 31 84
Milk Fat% 31 89 31 84
Milk Protein% 31 89 31 84
P4>1ng/mL at 21d 23 86 29 83
P4>1ng/mL at 42d 28 83 31 78
Peak 30 69 29 70
Blood beta-carotene, day 0 33 109 33 108
Blood beta-carotene, day -15 20 41 18 46
Blood beta-carotene, day 56 29 75 31 73
Blood beta-carotene, day 7 30 95 32 103
Pregnancy at 150d 31 94 29 87
Pregnancy at 90d 33 98 33 91

Time post-calving of placenta release 33 107 32 106
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Table 2. Proportion of cows with blood beta-caretamontent High (>=3.5 pg/mL),
Intermediate (>=2 to <3.5 pug/mL) or Low (<2 ug/mdt) Days 0 and -15 pre-calving,
and at Days 7 and 56 post-calving, on treatmentgrGloor Beta-carotene.

Control  Beta-carotene  Est SE 95% CF P

Day ¢f

High 28.2 29.1 -0.04 0.26 -0.56 0.47 0.87
Intermediate 66.9 64.5 0.10 0.25 -0.39 0.60 0.68

Low 4.9 6.4 -0.27 052 -1.33 0.74 0.60
Day -15

High 4.92 48.4 -293 065 -441 -180 <0.01
Intermediate 49.2 45.3 0.83 0.37 0.12 1.57 0.02

Low 459 6.3 2.68 0.59 1.62 3.98 <0.01
Day 7

High 0.8 5.2 -1.91 1.08 -485 -0.17 0.08
Intermediate 23.2 45.9 -1.03 0.27 -158 -051 <0.01

Low 76.0 48.9 1.20 0.27 0.67 1.74 <0.01
Day 56

High 3.8 9.6 -0.98 061 -230 0.15 0.11
Intermediate 59.6 63.5 -0.16 0.29 -0.72 0.40 0.57

Low 36.5 26.9 0.45 030 -0.14 1.04 0.14

'Parameter estimate generated with the GENMOD proeedf SAS using logistic
regression for binomial data. Control is zeftandard error of the estimati®rofile
likelihood 95% confidence interval§29.1+6.9 days pre-calving15.0+2.4 days pre-

calving.
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Table 3. Blood beta-carotene content (ug/mL) atsDayand -15 pre-calving, and at

Days 7 and 56 post-calving, for primiparous (Priamd multiparous (Mult) cows on
treatments Control or Beta-carotene.

Control Beta-carotene ~ SEM Parity Treaf  Parity x

Prim  Mult  Prim  Mult Tredt
Day O 2.71 3.33 2.73 3.19 0.113 0.01 0.59 0.52
Day -15 2.51 2.73 3.19 3.33 0.283 0.51 <0.01 0.71
Day 7 1.55 1.71 2.02 2.08 0.104 0.32 <0.01 0.64
Day 56 2.26 2.29 2.38 2.54 0.094 0.30 0.06 0.50

"Probability values for the effects of parity, traant and the interaction of parity and
treatment.  229.1+6.9 days pre-calving. °15.0+2.4  days pre-calving.
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Table 4. Milk somatic cell score, colostrum densitiyd milk yield and solids content for
primiparous (Prim) and multiparous (Mult) cows osatments Control or Beta-carotene.

Control Beta-carotene SEM Parity Treat Parity x

Prim Mult Prim  Mult Tredt
Linear SCS, 1to 9 218 343 231 3.09 0.334 <0.01 0.77 0.50
Colostrum density, g/L1056 1056 1053 1057 1.9 0.30 054 0.31

Milk %Fat/%Prot 125 134 119 132 0.042 0.01 40.40.65
Milk Fat, % 365 3.78 354 387 0.109 0.04 095 80.3
Milk Protein, % 294 285 297 295 0.037 0.12 0.09.36
Milk 3, kg 3105 3667 3104 3522 712 <0.01 0.32 0.33
Peak, kg 455 535 46.7 529 093 <001 0.79 0.34
Day of peak, d 753 619 713 680 365 0.03 078 0.18

"Probability values for the effects of parity, tra@nt and the interaction of parity and
treatmentLinear somatic cell scoréMilk yield from days 20 to 109 of lactation.
“Maximum daily yield.  °Day of the maximum yield.
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Table 5. Proportion of health and reproductive évefor primiparous cows on
treatments Control or Beta-carotene.

Control Beta-caroteneEst SE  95% CFP P

Difficult calvings, % 18.8 24.2 -0.330.61 -1.56 0.86 0.59
Mastitis', % 12.1 15.6 -0.290.72 -1.78 1.13 0.68
Metritis®, % 6.5 9.7 -0.440.95 -2.52 1.43 0.64
Milk %Fat/%Prot > 1.8 % 22.6 6.4 1.440.84 -0.08 3.40 0.08
P4>1ng/mL at 214 % 21.7 13.8 0.550.74 -0.90 2.07 0.46
P4>1ng/mL at 424 % 35.7 29.0 0.310.56 -0.79 1.42 0.58
Conception at iservice, % 50.0 42.9 0.290.53 -0.75 1.34 0.59
Pregnancy at 96d% 42.4 39.4 0.130.50 -0.86 1.12 0.80
Pregnancy at 156d% 60.6 57.6 0.130.50 -0.86 1.12 0.80

'Parameter estimate generated with the GENMOD proeedf SAS using logistic
regression for binomial data. Control is zef8tandard error of the estimat@rofile
likelihood 95% confidence intervdiCows with SCC > 200,000/mL at first test 30.1+8.3
days post-calving’Purulent secretion or presence of liquid in utexusltrasound exam
40.8+9.7 days post-calvingRatio of milk fat content to milk protein contentfast test
31.3+9.6 days post-calvingBlood progesterone content > 1ng/mL at 21 and 43 da
post-calving. ®Cows pregnant at 90 and 150 days post-calving.
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Table 6. Proportion of health and reproductive évefor multiparous cows on
treatments Control or Beta-carotene.

Control Beta-caroteneEst SE  95% CF P

Difficult calvings, % 25.2 18.9 0.37 0.33 -0.28.04 0.26
Mastitis', % 38.9 28.1 0.49 0.32 -0.12.12 0.12
Metritis®, % 31.9 35.6 -0.170.31 -0.79 0.45 0.60
Milk %Fat/%Prot > 1.8 % 29.2 30.9 -0.080.33 -0.73 0.56 0.80
P4>1ng/mL at 214 % 17.4 25.3 -0.470.38 -1.230.27 0.21
P4>1ng/mL at 424 % 33.7 38.5 -0.210.33 -0.850.44 0.81
Conception at iservice, % 27.4 33.8 -0.3@.35 -0.990.38 0.38
Pregnancy at 96d% 28.2 28.2 -0.040.34 -0.710.63 0.91
Pregnancy at 156d% 40.0 40.9 -0.040.30 -0.630.55 0.90

'Parameter estimate generated with the GENMOD proeedf SAS using logistic
regression for binomial data. Control is zef8tandard error of the estimat@rofile
likelihood 95% confidence intervdiCows with SCC > 200,000/mL at first test 27.3+8.1
days post-calving’Purulent secretion or presence of liquid in utexusltrasound exam
39.7+8.5 days post-calvingRatio of milk fat content to milk protein conteritfast test
29.6.4+8.3 days post-calvinfBlood progesterone content > 1ng/mL at 21 and 42 da
post-calving. ®Cows pregnant at 90 and 150 days post-calving.
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Table 7. Blood beta-carotene content (ug/mL) atd? %6 days post-calving according to
events (+ = occurrence; - = nonoccurrence).

Day 7 Day 56

+ - + - SEM Event Day’ Event*Day
Difficult calvings 1.84 1.93 2.42 2.39 0.083 0.48 <0.01 0.36
Retained placenta 1.87.90 2.33 2.38 0.082 0.66 <0.01 0.92
Milk %Fat/%Prot > 1.5 1.96 1.90 2.55 2.31 0.091 0.13 <0.01 0.37
Metritis® 1.89 1.88 2.36 2.36 0.080 0.99 <0.01 0.91
Mastitis® 1.67 1.96 2.08 2.44 0.080 <0.01 <0.01 0.69
P4>1ng/mL at 214 2.14 1.84 2.39 2.34 0.092 0.07 <0.01 0.20
P4>1ng/mL at 424 2.02 1.82 2.40 2.32 0.081 0.10 <0.01 0.49
Conception atiservice 2.011.84 2,53 2.28 0.079 0.01 <0.01 0.56
Pregnancy at 96d 1.96 1.85 2.48 2.25 0.081 0.01 <0.01 0.79
Pregnancy at 156d 2.05 1.82 2.49 2.30 0.079 0.04 <0.01 0.44

'Probability values for the effects of event, dayg dhe interaction of event and day.
“Ratio of milk fat content to milk protein contentfast test 31.3+9.6 days post-calving.
3Purulent secretion or presence of liquid in utemtigiltrasound exam 40.1+9.2 days
post-calving'Cows with SCC > 200,000/mL at first test 29.1+8&ysl post-calving.
>Blood progesterone content > 1ng/mL at 21 and 48 gast-calving’Cows pregnant
at 90 and 150 days post-calving.
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Figure 1. Survival curve for time post-calving déagenta release for multiparous cows
on treatments Control) or Beta-carotene&). Median and 95% confidence interval
were 392min (340 to 440) for Beta-carotene and 480895 to 540) for Control.
LogRank P=0.05 and Wilcoxon P=0.04.
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Figure 2. Survival curve for time post-calving dégenta release for primiparous cows
on treatments ControlY) or Beta-carotene&). Median and 95% confidence interval
were 388min (285 to 440) for Beta-carotene and 3@5(290 to 425) for Control.
LogRank P=0.87 and Wilcoxon P=0.86.
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Figure 3. Survival curve for calving tc' Estrous for multiparous cows on treatments
Control (O) or Beta-carotene&). Median and 95% confidence interval were 38dt(B4
43) for Beta-carotene and 44d (37 to 50) for CdnttogRankP=0.55 and Wilcoxon

P=0.23.
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Figure 4. Survival curve for calving t6" Estrous for primiparous cows on treatments
Control (O) or Beta-carotene&). Median and 95% confidence interval were 39dt(83
51) for Beta-carotene and 34d (30 to 43) for CdnttogRankP=0.34 and Wilcoxon

P=0.42.
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Figure 5. Survival curve for calving to conceptifam multiparous cows on treatments
Control (©) or Beta-carotene &). LogRank P=0.82 and Wilcoxon P=0.75.
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Figure 6. Survival curve for calving to conceptifmm primiparous cows on treatments

Control (©) or Beta-carotene&). Median was 125d for Beta-carotene and 97d for
Control. LogRank P=0.77 and Wilcoxon P=0.65.
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Figure 7. Survival curve for calving td'bervice for multiparous cows on treatments
Control (O) or Beta-carotene&). Median and 95% confidence interval were 70dt(65
79) for Beta-carotene and 64d (61 to 70) for CdnttogRankP=0.09 and Wilcoxon

P=0.07.
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Figure 8. Survival curve for calving t6" Bervice for primiparous cows on treatments
Control (O) or Beta-carotene&). Median and 95% confidence interval were 65dt(66
69) for Beta-carotene and 61d (57 to 67) for CdnttogRankP=0.73 and Wilcoxon
P=0.87.



