4 JUEUn

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

IZABELLA CAROLINA DE OLIVEIRA RIBEIRO

CALCIUM BALANCE, BONE DENSITY, AND
PERFORMANCE OF LATE-LACTATION DAIRY COWS
WITH SUPRAPHYSIOLOGICAL CONCENTRATION OF

BLOOD VITAMIN D

LAVRAS-MG
2021



IZABELLA CAROLINA DE OLIVEIRA RIBEIRO

CALCIUM BALANCE, BONE DENSITY, AND PERFORMANCE OF LATE-
LACTATION DAIRY COWS WITH SUPRAPHYSIOLOGICAL
CONCENTRATION OF BLOOD VITAMIN D

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-Graduagéao
em Ciéncias Veterinarias, area de
concentracdo em Producdo Animal, para a
obtencdo do titulo de Doutor.

Prof. Dr. Marcos Neves Pereira
Orientador

LAVRAS-MG
2021



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geracgéo de Ficha Catalografica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Ribeiro, Izabella Carolina de Oliveira.

Calcium balance, bone density, and performance of late-
lactation dairy cows with supraphysiological concentration of blood
vitamin D / Izabella Carolina de Oliveira Ribeiro. - 2021.

83 p.

Orientador(a): Marcos Neves Pereira.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Lavras, 2021.
Bibliografia.

1. Calcidiol. 2. Metabolismo mineral. 3. Remodelagao dssea. .
Pereira, Marcos Neves. Il. Titulo.




IZABELLA CAROLINA DE OLIVEIRA RIBEIRO

CALCIUM BALANCE, BONE DENSITY, AND PERFORMANCE OF LATE-
LACTATION DAIRY COWS WITH SUPRAPHYSIOLOGICAL
CONCENTRATION OF BLOOD VITAMIN D

BALANCO DE CALCIO, DENSIDADE OSSEA E DESEMPENHO DE VACAS
LEITEIRAS NO FINAL DA LACTACAO COM CONCENTRACAO
SUPRAFISIOLOGICA DE VITAMINA D NO SANGUE

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-Graduacéao
em Ciéncias Veterinarias, area de
concentracdo em Producdo Animal, para a
obtencdo do titulo de Doutor.

APROVADA em 30 de marco de 2021.

Dr. Marcos Neves Pereira— UFLA

Dr. Anténio Carlos Lacreta Junior — UFLA

Dr. Erick Darlisson Batista - UFLA

Dr 2 Renata Apocalypse Nogueira Pereira — EPAMIG

Dr2. Ozana de Fatima Zacaroni - UFG

Dr. Marcos Neves Pereira

Orientador

LAVRAS-MG
2021
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Resumo Geral

A vitamina D pode afetar o metabolismo do célcio (Ca), remodelagéo 6ssea e desempenho
da lactacdo de vacas leiteiras. Para avaliar o metabolismo 06sseo € importante a
padronizacdo da técnica de analise de densitometria Optica radiografica. Objetivou-se
padronizar a técnica de densitometria Optica radiografica em bovinos leiteiros e
correlacionar os valores com idade, peso e marcadores séricos; avaliar o desempenho da
lactacdo, a retencdo corporal de Ca e a densidade Gssea de vacas leiteiras em final de
lactacdo. Foram avaliadas 30 vacas holandesas (230 + 137 dias de lactacdo, DEL)
submetidas a concentracgdes fisiologica (Phy) ou suprafisiologica (Supra) de vitamina D
(calcidiol, 25(OH)D) no sangue durante 12 semanas. Com o avancar da idade houve
aumento da densidade mineral 6ssea (DMO). Animais mais velhos apresentaram maior
peso e menor concentracdo sanguinea de fdésforo e telopeptideo carboxiterminal do
colageno tipo | (CTX-1). Com avancar do DEL houve aumento do peso, calcio total e
calcio ionizado. A DMO foi maior para 0 carpo acessorio e, se correlacionou
positivamente com célcio total e célcio ionizado das regides do carpo acessorio, e
metacarpo cOrtex lateral, medial e medular. Peso corporal das vacas apresentou
correlacdo positiva com a DMO das radiografias do cortex lateral, medial e medular do
metacarpo. A fosfatase alcalina do osso correlacionou negativamente com a DMO do
metacarpo lateral. A concentragdo plasmatica média de 25(OH)D no grupo Supra foi duas
vezes maior que para o grupo Phy. As concentracdes de Ca total e Ca ionizado foram
aumentadas no grupo Supra nos dias 28 e 56. Vacas em Supra excretaram mais Ca na
urina na semana 12 do que vacas em Phy. Os marcadores de deposicao 0ssea osteocalcina
e fosfatase alcalina 6ssea foram reduzidos no grupo Supra no dia 84. Houve tendéncia de
reducdo da densidade mineral 6ssea da regido do carpo acessorio e medular do metacarpo
com Supra, sugestiva de osteoporose. O alto nivel de vitamina D foi associado ao aumento
da producdo de leite e, ndo teve efeito sobre o consumo de matéria seca (CMS). O leite
corrigido por energia, eficiéncia alimentar, escore de condic¢do corporal, ganho de peso
corporal e digestibilidade aparente do trato total da matéria seca e da matéria organica
néo diferiram entre tratamentos. Ao grupo Supra foi associada redugédo na contagem de
células somaéticas (CCS) do leite. Conclui-se que a DMO determinada por densitometria
oOptica em imagem radiografica € uma metodologia que pode ser reproduzida. Vacas
leiteiras expostas por 12 semanas a concentracao suprafisiologica de 25(OH)D mesmo



mantendo CMS semelhante, produziram mais leite com menor CCS, tiveram maiores
concentragdes de Ca no sangue e excre¢do na urina, reduziram os marcadores de

deposicdo mineral 6ssea e a densidade mineral 0ssea.

Palavras-chave: Calcidiol. Célcio. Metabolismo mineral. Remodelacdo dssea. Vacas
Leiteiras.



General Abstract

Vitamin D can affect calcium (Ca) metabolism, bone turnover and, lactation performance
of dairy cows. To assess bone metabolism, it is important to standardize the technique of
radiographic optical densitometry analysis. The objective was to standardize the
radiographic optical densitometry technique in dairy cattle and to correlate the values
with age, weight and, serum markers; to evaluate lactation performance, body Ca
retention and, bone density of dairy cows in late lactation. Thirty Holstein cows (230 +
137 days in milk, DIM) submitted to physiological (Phy) or supraphysiological (Supra)
concentrations of vitamin D (calcidiol, 25(OH)D) in blood for 12 weeks were evaluated.
With advancing age, bone mineral density (BMD) increased. Older animals had higher
weight and lower blood concentration of phosphorus and carboxyterminal telopeptide of
collagen type I. With advancing DIM, there was an increase in weight, total calcium, and
ionized calcium. BMD was higher for the accessory carpus and correlated positively with
total calcium and ionized calcium from the accessory carpus, metacarpal, lateral, medial,
and medullary cortex regions. Body weight of the cows showed a positive correlation
with BMD on radiographs of the lateral, medial and medullary metacarpal cortex. Bone
alkaline phosphatase correlated negatively with lateral metacarpal BMD. The mean
plasma concentration of 25(OH)D in the Supra group was twice as high as in the Phy
group. Total Ca and ionized Ca concentrations were increased in the Supra group on days
28 and 56. Cows on Supra excreted more Ca in urine at week 12 than cows on Phy. Bone
deposition markers osteocalcin and bone alkaline phosphatase were reduced in the Supra
group on day 84. There was a trend towards reduced bone mineral density in the accessory
carpal and metacarpal medullary region with Supra, suggestive of osteoporosis. The high
level of vitamin D was associated with increased milk production and did not affect dry
matter intake (DMI). The energy corrected milk, feed efficiency, body condition score,
body weight gain, and apparent digestibility of the total tract of dry matter and organic
matter did not differ between treatments. The Supra group was associated with a reduction
in milk somatic cell count (SCC). It is concluded that the BMD determined by optical
densitometry in radiographic images is a methodology that can be reproduced. Dairy
cows exposed to a supraphysiological concentration of 25(OH)D for 12 weeks, even with

similar DMI, produced more milk with lower CCS, had higher concentrations of Ca in



the blood and excretion in the urine, reduced markers of bone mineral deposition and

bone mineral density.

Key words: Bone remodeling. Calcidiol. Calcium. Dairy cows. Mineral metabolism.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O papel da vitamina D na manuten¢do da homeostase do célcio e fosforo em vacas
leiteiras tem sido demonstrado ha muitos anos (Goff, 2000). Mais recentemente, tem sido
demonstrado o efeito da vitamina D sobre o sistema imunoldgico (Nelson et al., 2010a;
Lippolis et al., 2011) e o metabolismo 6sseo (Rodney et al., 2018) de vacas leiteiras.

A vitamina D é um pro-horménio provindo da exposi¢do solar sintetizada
endogenamente ou da suplementacdo na dieta na forma de ergocalciferol (D2) e
colicalciferol (D3) (Horst et al. 1981). O processo de ativacdo da vitamina D na pele, é
depende da exposicao solar, pois os raios ultravioletas ativam o percursor esteroidal 7-
dehidrocolesterol que atua no colecalciferol formado na pele pela acdo ndo enzimatica
(MacLaughlin et al., 1982; Stryer, 1995).

A vitamina D no organismo € inativa, e para se tornar ativa deve ser hidroxilada
duas vezes, no figado ocorre a primeira hidroxilagdo formando o 25(OH)D (calcidiol)
(Horst et al., 1986). O calcidiol é entdo transportado majoritariamente ao rim onde ocorre
a outra hidroxilagdo para formacédo de 1,25(OH).D (calcitriol) a forma biologicamente
ativa (Horst et al., 1994). O calcitriol se liga ao sitio ativo da vitamina D (VDR), que esta
presente na maioria dos tecidos do corpo, para atuar na homeostase de calcio (Goff, 2000),
nas funcBes imunoldgicas (Lippolis et al., 2011) e no metabolismo mineral (Rodney et
al., 2018).

Calcidiol é o principal metabodlito circulante da vitamina D, por isto a
concentracdo no plasma de calcidiol é considerado o melhor indicador do estado de
vitamina D de um animal (Sommerfeldt et al., 1983; Horst, 1976). Concentracdes de
calcidiol no sangue inferiores a 10 ng/mL sdo indicativas de deficiéncia de vitamina D
(Horst et al., 1994). Porém algumas pesquisas mais recentes relatam que concentracdes
de calcidiol abaixo de 30 ng/mL representam um estado de insuficiéncia de vitamina D
(Hollis, 2008; Nelson et al., 2012). Concentracdes de calcidiol normais em bovinos sao
considerados de 20 a 50 ng/mL, (Horst e Littledike, 1982). Entretanto bovinos em
exposicao solar sem suplementacdo de vitamina D tém concentracdes sericas de calcidiol
entre 40 a 100 ng/mL (Nelson et al., 2016).

Para alcancar este nivel de calcidiol no sangue a suplementacdo alimentar de

vitamina D é utilizada. O NRC (2001) recomenda a suplementacdo diaria de 21.000 Ul
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de vitamina D3, para garantir a homeostase da Ca, (~ 800 a 1.000 Ul/kg de MS) para
vacas Holandesas em lactacdo (calculadas para 680 kg de PC). Porém um levantamento
feito do status da vitamina D em 12 rebanhos amostrando 702 vacas leiteiras nos EUA,
mostrou que atualmente é comum utilizar a suplementa¢do com 30.000 a 50.000 Ul/d
para vacas em lactacdo (Nelson et al., 2016).

Um dos motivos da prética atual de suplementagdo com doses maiores as
recomendadas pelo NRC (2001), seria o efeito benéfico da vitamina D no sistema
imunoldgico em bovinos leiteiros (Nelson et al., 2010a). Porém néo esta definido o nivel
ideal de vitamina D necessario para garantir o bom funcionamento do sistema imune
(Cantorna et al., 2004). No entanto, devemos usar essa suplementacdo com mais cautela
pois a deficiéncia prolongada de vitamina D causa raquitismo, mas a supervitaminose D
também pode causar osteoporose, pois induz o aumento da atividade osteoclastica (Selby
et al., 1995).

A suplementacdo de vitamina D é feita seguindo recomendacdo do NRC para
rebanhos leiteiros, que ndo consideraram a necessidade de reposicdo de Ca, perdido no
inicio da lactacdo. Sendo assim vacas leiteiras suplementadas acima do recomendado
podem estar contribuindo para a osteoporose em vacas maduras, por ndo alocar
quantidade adequada de Ca o suficiente para permitir a deposicdo Ossea durante a
lactacdo.

O objetivo deste trabalho foi padronizar a técnica de densitometria dptica
radiografica (DOR) e parametrizar valores de densidade mineral em bovinos leiteiros
adultos, correlacionando-os com idade, peso e marcadores séricos, que serviram para a
medicdo da densidade Ossea de vacas em fase final da lactacdo submetidas a
concentracdes suprafisioldgicas de 25(0OH)D no sangue por 12 semanas e avaliar o
consumo, desempenho leiteiro e o balango de Ca e P. Nossa hipotese foi que o0 aumento
de 25(OH)D no sangue melhoraria o balanco de Ca e P, a mineralizacdo 6ssea e 0

desempenho leiteiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1.1 Rotas metabolicas da vitamina D

Nos bovinos a vitamina D necessaria a adequada funcdo do organismo provém da
dieta ou é sintetizada endogenamente. A vitamina D provinda da exposicdo solar
representa 80 a 90% da vitamina D total no organismo, sendo assim 10 a 20% provém da
dieta (Holick, 2008). O processo de ativacdo da vitamina D3 é dependente da acéo dos
raios ultravioleta solares que ativam o percursor esteroidal 7-dehidrocolesterol que
normalmente estd presente na pele dos mamiferos, e atua no colecalciferol formado na
pele pela acdo ndo enzimatica (MacLaughlin et al., 1982; Stryer, 1995). A vitamina
também pode ser ingerida através da dieta na forma de ergocalciferol (D) e colicalciferol
(Ds), essas duas formas sdo inativas. As vacas sdo capazes de utilizar ambas as formas,
mas a vitamina Dz mostrou ser mais eficiente no aumento dos niveis séricos de 25(OH)D
do que a vitamina D> (Horst et al. 1981, Horst, Reinhardt e Reddy 2005). A vitamina D
é produzida por irradiacdo UV do ergosterol a partir de fungos, porém a concentragéo de
vitamina D> dentre as forragens € altamente varidvel e relativamente baixa (Wallis et al.,
1958, Horst et al., 1994).

Tanto a vitamina D2 quanto a vitamina D3z apds ser ativada com a presenca de
irradiacdo ou suplementada na dieta devem passar por duas etapas de hidroxilagdo para
se tornar um hormonio ativo. A vitamina D apresenta alta afinidade pelo figado e €
rapidamente transportada, onde € hidroxilada pela enzima 25-hidroxilase e formado
25(0OH)D, e liberado na corrente sanguinea (Bikle, 2014; Horst et al., 1986). O 25(0OH)D
é relativamente inativo, porém ja foi demonstrado que se liga ao receptor de vitamina D
(VDR) (Beckman et al., 1989; Bergada et al., 2014). Ocorre entdo outra hidroxilacdo de
25(0OH)D, primariamente no rim e é realizada pela enzima lo-hidroxilase, que forma a
1,25(0OH).D a forma biologicamente ativa (Horst et al., 1994). A enzima la-hidroxilase
é codificada pelo gene CYP27B1. O 1,25(0OH).D se liga ao sitio ativo da vitamina D
(VDR), um receptor hormonal nuclear que esta presente na maioria dos tecidos do corpo.
Para afetar a fun¢do imunoldgica e o metabolismo mineral, 0 horménio ativo deve se ligar
ao VDR para ativar o ligante, permitindo a absor¢do de minerais (Rodney et al., 2018),
ele também regula a expressdo de diversos genes que € dependente da ligacdo ao VDR
(Kemmis et al., 2006). Sendo assim grande parte da funcdo da vitamina D esté relacionado

a concentracgéo e formacéo de 1,25(OH)2D no organismo animal. Portanto, a concentragéo
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de 1,25(0OH)2D é regulada firmemente para controlar seus efeitos na expressao génica.
Quando h& um excesso de 25(OH)D no organismo, h4d uma rota de inativacdo que é
catalisada pela 25-hidroxivitaminaD-24-hidroxilase que € codificada pelo gene
CYP24Al1. Esta enzima converte os metabolitos 25(0OH)D e 1,25(0OH).D em
24,25(0H)2Ds e 1,24,25(0H)s, que geralmente sdo considerados inativos (Jones et al.,
2012). A transcrigdo do gene CYP24A1 é fortemente induzida por 1,25(OH).D como
parte de um feedback rigoroso que controla a atividade de sinalizagdo da vitamina D
(Engstrom et al., 1984) (figura 1).

A atividade dos genes CYP27B1 e CYP24ALl ¢ estreitamente regulada para que
haja o controle da concentracao de célcio e fosforo no organismo. O CYP27B1 renal, que
catalisa a enzima la-hidroxilase, € induzido pelo hormdnio da paratiredide (PTH), a fim
de estimular as vias de reabsorcdo do célcio para aumentar o calcio sérico (DelLuca,
1977). Este aumento no CYP27B1 resulta em concentracdes mais altas de 1,25(0OH).D
que causam um aumento na atividade osteoclastica e na absor¢do intestinal de calcio
(Fraser e Kodicek, 1970). O aumento das concentracdes de 1,25(OH).D induz o
CYP24A1 como um mecanismo de feedback negativo (Jones et al., 1998). Contudo, a
inducdo da CYP24A1 mediada por 1,25(0OH).D é atenuada pelo PTH no rim (Reinhardt
e Horst, 1990; Shinki et al., 1992). No osteoblasto, o0 PTH aumenta a inducdo do
CYP24A1 mediada por 1,25(0OH).D (Armbrecht et al., 1998; Yang et al., 2001). O gene
CYP24ALl é expresso na maioria, sendo em todas, as células alvo que contém o VDR
(Jones et al., 1998). O CYP24A1 utiliza a forma ativa e 25(OH)D, apesar de ter maior
afinidade com o hormonio ativo, para controlar a concentragdo de 1,25(OH)2D e atuar
como uma enzima controladora para impedir a expressdo extensa de genes devido ao
1,25(0OH)2D (Jones et al., 1998; Omdahl et al., 2004).

O fator de crescimento de fibroblastos de proteinas 23 (FGF23) também esta
envolvido na via da vitamina D e esta principalmente envolvido no metabolismo do
fésforo (Larkins et al., 1973). A proteina é secretada pelos ostedcitos em resposta a
1,25(0OH).D e fosfato elevados, em um feedback negativo, suprime a atividade do
CYP27B1, diminuindo a ativacdo da vitamina D, além de induzir a expressdao do
CYP24A1 no rim, aumentando o catabolismo de 1,25(0OH).D (Kolek et al., 2005; Perwad
et al., 2007).
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Figura 1. Via metabdlica geral da vitamina D. O 7-deidrocolesterol (7-DHC), esta
presente na pele e por acéo da luz ultravioleta e do calor, isomeriza-se em colecalciferol
na pele ou pode ser suplementado por meio da alimentacdo. O colecalciferol é entdo
transportado ao figado, onde prontamente sofre acdo da 25-hidroxilase, transformando-
se em 25-hidroxivitamina (25(OH)D). Quando essa molécula chega aos rins, € ativada
em 1,25-di-hidroxivitamina D3 pela enzima 1a-hidroxilase, que é fortemente regulada e
expressa em rins e macrofagos em bovinos. O 1,25(0H).D ativa o VDR e, principalmente
em altas concentracdes de 25(OH)D e 1,25(0OH)2D, induz seu proprio catabolismo através
da 24-hidroxilase. Estes metabolitos sdo posteriormente metabolizados e excretados na
bile. Modificado de Galvéo et al., 2013; Nelson e Merriman, 2014.

2.1.2 Concentracao e toxicidade da vitamina D

A concentracdo de 25(OH)D no plasma é considerada o melhor indicador do
estado de vitamina D de um animal, pois € o principal metabdlito circulante da vitamina
D e relativamente estavel em bovinos (Sommerfeldt et al., 1983; Horst, 1976). O calcidiol
apresenta uma meia vida no organismo de 2 a 3 semanas, enquanto 1,25(OH).D tem uma
meia-vida de 4 a 6 horas (Hagenau et al., 2009). A vitamina D tem meia-vida de
aproximadamente 24 horas em humanos e parece estar sendo armazenada nos tecidos e
liberada lentamente, a fim de otimizar a disponibilidade de vitamina D (Clemens et al.
1982). Foi relatado que bovinos leiteiros apresentam concentragfes séricas normais de
25(0OH)D variando de 20 a 50 ng/mL, porém um levantamento feito nos EUA do status
de vitamina D mostrou uma concentragao sérica média de 25(OH)D de 68 ng/mL (Horst
et al., 1994; Nelson et al., 2016).

E dificil determinar a quantidade exata em que a toxicidade da vitamina D ocorre.
Além disso, 0 mecanismo exato que leva a toxicidade é indefinido. Mas sabe-se que o

fornecimento em excesso de vitamina Dz causa intoxicagdo. Em humanos, os sintomas
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sdo descritos apds um a trés meses de ingestdo da dose igual ou superior a 40.000 Ul de
colecalciferol considerada superdose toxica (Holick, 2006). Doses excessivas de vitamina
D induz aumento da absorcdo intestinal de Ca e reabsor¢do Ossea, induzindo
hipercalcemia, nefrocalcinose, atividade osteoclastica aumentada e osteoporose em
humanos (Selby et al., 1995) e ratos (Lindgren e DelL.uca, 1982). Ha vérias hipoteses para
explicar o mecanismo de toxicidade. Em vacas leiteiras o mais possivel é que aumento da
ingestdo de vitamina D aumenta a concentragdo sérica do hormonio ativo, calcitriol, que
resulta em expressdo génica exacerbada (Jones, 2008; Weiss et al., 2015).

Um estudo com humanos sugere que a conversdo de vitamina Dz em 25(OH)D é
reduzida em concentragdes elevadas de D3 (Heaney et al., 2008). Se isso ocorrer em todos
os mamiferos, assim como nos bovinos, maiores concentracdes de 25(OH)D circulantes
podem ser obtidas com suplementacdo direta. O fornecimento de 25(OH)D parece nao
causar intoxicacdo e aumenta a concentracdo de calcidiol no sangue comparado a
suplementacédo de D3, apesar da sintese de 1,25(0OH).D a partir de 25(OH)D ser regulada,
aumentando proporcionalmente a concentracdo de calcitriol no sangue e também dos
metabolitos de retirada da vitamina D da corrente sanguinea 1,24,25(0OH)z e
24,25(0H)2D3 (Rodney et al., 2018).

A administracdo de um analogo de calcitriol via intramuscular em vacas pré-parto
reduziram a incidéncia de hipocalcemia clinica comparado com vacas ndo tratadas, porém
a sintese de calcitriol enddgeno foi prejudicada no pos-parto e resultaram em
hipocalcemia clinica (Goff et al., 1987). Quando 1,25(0OH).D encontra-se em
concentracdes elevadas no organismo, aumenta a expressao da enzima 24-hidroxilase,
gue aumenta a conversao de 25(OH)D em 1,24,25(0H)3 e 24,25(0OH).D3 que parece ter
atividade metabdlica limitada ou nula diminuindo a biodisponibilidade da vitamina D
(Dusso et al., 2005; Shimada et al., 2004).

2.1.3 Ag0es da vitamina D no metabolismo mineral

A maior parte do que se sabe sobre a vitamina D em bovinos é originado do seu
papel no metabolismo do calcio. A vitamina D esta intimamente ligada ao metabolismo
de Ca e P no organismo sempre tentando manter a homeostase. A absorcéo de elementos
minerais, juntamente com o transporte, armazenamento e excre¢do sdo componentes do
sistema dinamico, que, mantém o consumo alimentar em uma escala "normal”, que
resultara em homeostase. A manutencdo da homeostase do célcio é regulada por trés

grandes fatores: a atividade 0ssea, a excre¢ao urinaria e a absorcao intestinal.
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A vaca leiteira moderna enfrenta seu maior desafio metabolico pouco antes do
parto e algumas semanas depois devido as grandes demandas de célcio da glandula
mamaria para fornecer leite para a prole. O animal também tem um periodo menos
desafiador durante a gestacéo para fornecer calcio para a crescente estrutura esquelética
do feto (Horst, Goff e Reinhardt 1994). O Ca no sangue de uma vaca adulta é mantido
em aproximadamente 8,5 a 10 mg/dL. Uma vaca em producdo, produzindo colostro ou
leite, além da necessidade do organismo, € excretado de 20 a 30 g de Ca por dia no leite.
Para evitar que o Ca sanguineo diminua, o que tem uma variedade de consequéncias
severas ao organismo animal, a vaca deve substituir o Ca perdido no leite, retirando Ca
do osso ou aumentando a eficiéncia de absor¢do do Ca da dieta para manter a homeostase.
E isso acontece por diversos mecanismos (Goff, 2000).

Grande parte da funcédo da vitamina D no metabolismo de Ca e P esta relacionada
ao 1,25(0OH).D. A conversdo de 25(0OH)D em 1,25(0OH).D é dependente da enzima la-
hidroxilase e esta é fortemente regulada pelas a¢bes do PTH, calcitonina e concentracdo
de 1,25(OH).D, em resposta & concentracéo de calcio e fosforo no soro (Yoshida et al.,
2001; Liu et al., 2006). O calcitriol aumenta a absorcdo intestinal de Ca (Pansu et al.,
1983), a reabsorcdo Ossea (Kitazawa et al., 2003) e a reabsorcdo de Ca e P urinario
(Hoenderop et al., 2005).

Além disso o 1,25(0OH).D tem que se ligar ao sitio ativo da vitamina D (VDR)
para que haja a absorcdo de Ca e P na luz intestinal e estes sdo armazenados quase em
sua totalidade nos 0ssos e dentes por transporte ativo, que é a maior rota de absor¢do em
ruminantes, para que possa ser mobilizado em caso de necessidade, liberando Ca e P para
utilizacdo imediata no organismo. Porém a medida que os animais envelhecem, a
quantidade de sitios ativos da vitamina D com o avancar da idade reduz, ou seja animais
mais velhos tem maior dificuldade em absorver e mobilizar Ca e P para utilizagéo.

A producdo da enzima la-hidroxilase é fortemente regulada pelo horménio PTH.
A secrecdo inadequada de PTH resulta em niveis mais baixos de la-hidroxilase e
1,25(0OH).D (Horst 1986). O horménio da paratireoide tem 3 fungdes principais nas
vacas: mobilizar o Ca dos 0ssos, promover a absor¢do de Ca do trato digestivo através do
aumento da concentracdo de 1,25(0OH)2D e estimular os rins a excretar o excesso de Ca e
P (Goff, 2000). Além disso o PTH em conjunto com o calcitriol estimula a secrecdo do
ativador do receptor do fator nuclear k-B (RANKL) que é produzido por células 6sseas,
que estimularé a formacg&o de osteoblastos e a ativagdo de osteoclastos em repouso para

a reabsorcao 0ssea (Macias e Hinck, 2012; Suda et al., 2003). O PTH ¢ essencial para a
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correta funcéo dssea, regulando a atividade dos osteoblastos e osteoclastos maduros que
reflete a formacdo e remodelacdo 6ssea. O PTH também estimula a secrecdo de saliva
pardtica (Wright et al., 1984) e pode aumentar as concentracdes de fosfato salivar de duas
a trés vezes.

O metabolismo do PTH é sensivel aos niveis de Ca e a alteragdes na relacdo Ca/P
(Mcdowell, 1992). Quando a concentragdo sérica de Ca estéa baixa, aumenta rapidamente
a liberacdo do PTH pelas glandulas paratiredides. Altas concentracGes de PTH induz o
gene CYP27B1 nos rins para produzir 1-a-hidroxilase, a enzima que converte a 25(OH)D
em 1,25(0OH)2D. Altas concentracbes de PTH ou 1,25(OH).D aumenta a absorgéo
intestinal de Ca e P, atua nos rins aumentando a reabsorcéo tubular renal de Ca e P
diminuindo a excrec¢do urinaria e quando se ligam a osteoblastos, ativa a reabsor¢do dssea
para mobilizar Ca e P do osso aumentando o pool de Ca plasmatico. Quando o Ca do
sangue esta dentro da faixa normal, a secrecdo de PTH diminui e 1,25(0OH).D é
catabolizado através de um mecanismo de feedback negativo desligando o gene e
impedindo a proliferacdo de células da paratirdide em resposta a hipocalcemia (DeLuca,
2008). Entdo a 25(OH)D é desviada para compostos inativos em vez de 1,25(0OH).D
(Horst et al., 1994).

Caso esse feedback ndo funcione e ocorra altas concentragcdes de Ca no plasma, o
que poderia causar hipercalcemia, a calcitonina € liberada pelas células C da tiredide e
tem efeito oposto ao PTH (DeLuca, 2008). A calcitonina completa o ciclo de feedback,
mantendo o nivel adequado de Ca, interrompendo a mobilizacdo de Ca e a reabsorc¢éo de
Ca e P nos rins e estimula a deposi¢cdo nos 0ssos e excre¢do urinaria de Ca e P (DelLuca,
2004). Assim, uma concentracdo adequada de Ca no plasma inibird a producdo de
1,25(0OH)2D, resultando na incapacidade de aumentar a absorcdo ativa de P.

Nas células endoteliais do intestino, a 1,25(OH)2D estimula a absor¢éo ativa de
calcio no duodeno e absorc¢do passiva no jejuno. A absorcao ativa € regulada pelo estimulo
a producdo de proteinas responsaveis pela captacdo de célcio pelos enterdcitos, proteinas
envolvidas no transporte intracelular do célcio e pelos canais de membrana dependentes
da saida de calcio para o fluido extracelular. Na absor¢do passiva que ocorre no jejuno, a
1,25(0H).D estimula a expresséo de proteinas intercelulares que formam canais por onde
o calcio é transferido passivamente por gradiente de concentracdo (Hoenderop et al.,
2005).

Além do intestino, nos rins, a 1,25(0OH).D atua nos tubulos distais promovendo a

reabsorcdo do calcio filtrado, atraveés da regulacdo da expressdo de proteinas
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transportadoras de célcio, porém em vacas leiteiras a quantidade de célcio reabsorvido da
urina é baixa (Goff, 2000).

Ainda ocorre interrelacdo entre os minerais, magnésio (Mg) e P que desempenham
um papel importante na homeostase do Ca e sdo particularmente importantes para a
sensibilidade dos tecidos aos hormonios calcitonina e ao horménio da paratireoide (PTH).
AlteragcOes no sangue nas concentracdes de Mg afetam a liberacdo de PTH, embora em
casos mais graves de deficiéncia de Mg a secrecdo de PTH possa ser inibida e a
sensibilidade do PTH reduzida nos tecidos-alvo (Rude et al., 1978; Rude, 1998).
Absorcao intestinal e excrecdo renal de Ca e Mg séo interdependentes. A ingestéo
excessiva de P, acima de 80g/d, pode causar problemas no metabolismo do célcio,
induzindo a excessiva reabsorcdo 0ssea, formagao de calculos urinarios ¢ a “febre do
leite”, pois o excesso de P diminui a absor¢ao de calcio no intestino, por bloquear a
producdo de 1,25(OH)2D nos rins (Barton et al., 1978; NRC, 2001).

O 1,25(0OH).D em conjunto com PTH aumenta a absorgdo de Ca pelo intestino e
estimula a reabsorcdo de Ca e P dos 0ssos pela ativacdo dos osteoclastos maduros que
secretam osteocalcina e favorecem a desmineralizacdo 6ssea, aumentando o nivel de Ca
e P no sangue (Horst et al., 1994; Goff, 1991; Mcdowell, 1992). O processo de reabsor¢édo
e deposicdo 6ssea no organismo é dinamico, porém equilibrado, procurando manter a
homeostase. O tempo de ressecédo e formacao 6ssea sdo atualmente desconhecidas na vaca
leiteira, mas varios marcadores sanguineos do metabolismo 0sseo estdo disponiveis,
permitindo que a formacao e reabsor¢do 0sseas sejam monitoradas de forma nédo invasiva.
No entanto, esses marcadores ainda precisam ser validados em vacas leiteiras com

amostras 0sseas e balango mineral.

2.1.4 Outras acdes da vitamina D

Como visto anteriormente, a vitamina D sofre hidroxilacbes até a formacao de
1,25(0OH).D. Este composto se liga ao sitio ativo da vitamina D (VDR), permitindo sua
acdo. O receptor de vitamina D ativado regula a expressdo de genes que contém elementos
de resposta funcional de vitamina D em seus promotores (Wang et.al., 2004), mas também
outros genes que sdo dependentes da ligacdo ao VDR e néo relacionados a vitamina D
(Kemmis et al., 2006). Estima-se que mais de 1.000 genes sejam regulados por
1,25(0OH).D (Wang et al., 2004), e o receptor da vitamina D est& presente na maioria dos
tecidos e tipos de células (Lin e White, 2004).
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A descoberta recente desses receptores em varias células espalhadas em todo o
corpo, e ndo relacionada a homeostase do célcio, criou discussao sobre outras possiveis
atuacdes da vitamina D, além da ja conhecida e amplamente estudada em influenciar o
metabolismo de célcio. O papel secundario, e ndo menos importante, mais estudado em
ruminantes e humanos da vitamina D esta ligado a imunidade. H& mais de 30 anos ja tem
sido descrito que a vitamina D estd envolvida com a fungdo imunologica (Reinhardt e
Hustmyer; 1987).

Com o avancar das pesquisas, comecgaram a relacionar a vitamina D a ocorréncia
de determinadas doencas e a relacdo com o sistema imune do animal. Goff (2008) sugeriu
que doencas infecciosas, como por exemplo a mastite, possam ser reduzidas pela
manutencdo de niveis adequados de vitamina D no organismo, ja que a entrada do
horménio da vitamina D para dentro da célula faz a sinalizacéo atraves de receptores, para
atrair células de defesa para que atuem no local da infeccdo. Pesquisas ja mostraram que
a vitamina D € extremamente importante na sinalizacdo do sistema imune bovino (Nelson
etal., 2010a; Lippolis et al., 2011).

J& se sabe que 1,25(OH).D regula a imunidade inata e adaptativa em bovinos
(Nelson et al., 2010b; Nelson et al., 2011), em sintese, a imunidade inata, € a primeira
linha de defesa do organismo, € uma resposta rapida e ndo especifica. A imunidade
adaptativa é ativada pelo contato com o agente infeccioso, e a resposta é aumentada cada
vez que € exposto ao invasor. A resposta a essa infec¢do € mediada por anticorpos.

Segundo Nelson et al. (2012), alvos de sinalizacdo de 1,25(OH)2D no sistema
imune inato bovino sdo um pouco diferentes do que em humanos, mas os efeitos da
1,25(0OH).D na imunidade adaptativa sdo bem semelhantes entre bovinos, humanos e
camundongos. Em bovinos as respostas imunes dependentes de vitamina D sdo
controladas através de mecanismos de sinalizacdo de vitamina D autocrina e paracrina
(Nelson et al., 2011). Na sinalizag&o autdcrina, a célula responde a substancias liberadas
por ela mesma. As moléculas sinalizadoras sdao os mediadores locais. Na sinalizagdo
paracrina, as moléculas sinalizadoras ou também conhecidas como mediadores locais,
agem em mdltiplas células-alvo, proximas ao local de sua sintese.

Em experimento com bovinos, foi demonstrado o significado fisioldgico da
sinalizacdo da vitamina D na defesa do hospedeiro. Bovinos leiteiros com mastite
bacteriana experimentalmente induzida com Streptococcus uberis, foram tratados por via
intramamaria com 100 pg de 25(OH)D3 ou placebo diariamente por 10 dias. As vacas que

receberam 25(OH)Dz tiveram contagens bacterianas significativamente menores, nimero
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reduzido de leucdcitos nas secre¢des mamarias de glandulas infectadas e temperaturas
corporais mais baixas do que vacas controle, demonstrando que 25(OH)Ds pode limitar a
severidade da mastite induzida por bactérias. No soro, nenhuma alteracao foi observada
de 25(OH)D ou 1,25(0OH).D, sugerindo que o sistema enddcrino ndo teve um papel nos
efeitos da 25(OH)D3 na infec¢do. Como ja foi demonstrado que a via de sinalizagdo da
vitamina D esta presente nas glandulas mamarias durante mastite (Nelson et al., 2010a),
logo 0 25(OH)Ds pode ter atuado diretamente através do VDR na glandula mamaria
infectada. Dados sugerem que a 25(OH)Ds foi provavelmente convertida em 1,25(0OH).D
para induzir os efeitos observados. Embora o tratamento com 25(OH)Dz nédo tenha
eliminado a infeccdo, foi demonstrado um efeito benéfico significativo da via de
sinalizacdo da vitamina D no sistema imune inato. Esse caminho pode ser explorado para
melhorar a defesa da vaca contra a infeccdo bacteriana (Lippolis et al., 2011).

Os genes que respondem a vitamina D do sistema imune sdo controlados por
1,25(0OH).D produzido localmente, ou seja, ndo estéo relacionados ao sistema endocrino
(Nelson et al., 2010b). Os macrofagos possuem VDR’s e sdo as principais fontes de
1,25(0OH)2D. A enzima lo-hidroxilase regula a conversao de 25(0OH)D em 1,25(0OH).D
que, posteriormente, se liga ao VDR e ativa as respostas imunes mediadas por vitamina
D. A la-hidroxilase é estimulada em macréfagos bovinos através do reconhecimento do
receptor Toll-like (TLR) de padrdes moleculares associados a patogenos. A la-
hidroxilase é expressa no Ubere durante a mastite em bovinos leiteiros (Nelson et al.,
2010a). A maioria da 1a-hidroxilase na glandula mamaria infectada esta presente como
macrofagos e sdo secretadas no leite. Em camundongos, a 1a-hidroxilase é expressa no
tecido mamario durante o desenvolvimento mamario (Welsh, 2004). Células epiteliais
mamarias bovinas cultivadas também expressam a la-hidroxilase e respondem ao
tratamento com 25(OH)Ds.

Outro estudo demonstrou o controle local da sinalizagdo em bovinos. A expressao
do gene CYP27B1, que necessita da ligacdo do 1,25(0OH).D ao VDR para ser ativado, é
altamente regulada no tecido mamario infectado com Streptococcus uberis em relagéo ao
tecido saudavel (Nelson et al., 2010a). Células componentes do sistema imune inato como
Células CD14 + constituem principalmente monadcitos e macrofagos, e células CD14 -
constituem principalmente de neutrofilos e alguns linfocitos. O CYP27B1 é regulado
positivamente nas células CD14 + nas secre¢bes de glandulas mamérias infectadas
guando comparado com as células CD14 + de glandulas saudaveis. Células CD14 - da

glandula infectada ndo mostraram aumento da expressdo do CYP27B1. A regulagédo
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positiva de CYP27B1 esta associada com o0 aumento da sintese de 1,25(0OH).D e ativagdo
do VDR em glandulas mamarias infectadas. As células epiteliais mamérias podem ser
outra fonte de CYP27B1 na glandula mamaria, pois expressam CYP27B1 e sintetizam
1,25(0OH).D (Kemmis et al., 2006; Rowling et al., 2006). Independente disso, 0 aumento
da expressdo de CYP27B1 em glandulas mamarias infectadas fornece forte evidéncia in
vivo do controle local da sinalizacdo da vitamina D durante a resposta inata a infeccéo
bacteriana (Nelson et al., 2010a).

Em humanos ja esta bem descrito que a deficiéncia de vitamina D deprime o
sistema imunoldgico, assim como nivel adequado de vitamina D no sangue supre alguns
aspectos do sistema imunolégico (Yang et al., 1993). Essas acOes estdo ligadas ao VDR,
que necessita da vitamina D, ou melhor, do composto formado a partir da hidroxilacdo da
vitamina D, o 1,25(0OH)2D, para mediar respostas como a proliferacdo e diferencia¢éo
celular e imunomodulagdo. O VDR esta presente na maioria das células imunoldgicas,
incluindo mondcitos, macrofagos, células dendriticas, células natural killer e linfocitos T
e B (Morri et al., 1967).

Algumas doencas autoimunes podem ser estabilizadas ou eliminadas com
quantidades adequadas do hormonio da vitamina D administrado diariamente. Porém,
com essa estratégia poderia ser desenvolvida a hipercalcemia, aumento nas concentragdes
séricas de calcio, que vai, provavelmente, desempenhar algum papel nessa resposta
terapéutica. Foi demonstrado que em ratos diabéticos e obesos, com deficiéncia de
vitamina D, houve aumento acentuado na incidéncia e um menor tempo para o inicio da
diabetes (Zella e DeLuca, 2003). Doses elevadas do hormdnio da vitamina D podem
impedir a destruicdo das células das ilhotas de Langerhans, suprindo completamente a
diabetes (Zella e DeLuca, 2003). A administracdo de altas doses de vitamina D também
demostrou efeito sobre lapus sisttémico (Lemire et al., 1992), doenca inflamatdria
intestinal e artrite reumatoide (Cantorna et al., 1998).

E provéavel que a supressdo dessas doencas autoimunes envolva o horménio da
vitamina D, que interagem com linfdcitos T reduzindo as respostas inflamatoérias dos
mesmos. Os mecanismos de regulagdo de doengas autoimunes ainda nédo estdo
completamente esclarecidos, porém com os resultados positivos para a industria
farmacéutica humana, tem-se pesquisado analogos da vitamina D para o tratamento de
doengas.

Além das células imunoldgicas, a placenta também é capaz de sintetizar

localmente a 1,25(0OH).D que tém significancia para o gado leiteiro, e pode ter funcbes
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relacionada ao feto ou a reproducdo. No entanto, a fungdo da 1,25(0OH)2D na gravidez e
fisiologia reprodutiva em bovinos € desconhecida. Sabe-se que a placenta produz
1,25(0OH).D suficiente para afetar o nivel plasmatico. Mas ja foi demonstrado em bovinos
que a suplementacéo de vitamina D melhorou o desempenho reprodutivo em gado leiteiro
(Ward et al., 1971) e que a circulagcdo de 1,25(OH).D é elevada durante a gravidez
(O'Brien et al., 2014). Tais descobertas levam a crer que a fisiologia reprodutiva também
deve ser considerada quanto ao metabolismo da vitamina D.

Também foram encontrados receptores VDR nas ceélulas das glandulas
paratireoides, queratinocitos da pele, promieldcitos, linfocitos, células do colon,
pituitéaria, células glandulares e células ovarianas (Jones et al., 1998), sugerindo que
vitamina D tenha também funcgdes local.

Os receptores VDR encontrados nas glandulas paratireoides sdo essenciais para o
tratamento em pessoas que tenham a proliferagcdo desta glandula anormal. A vitamina D
mantém sob controle a producdo do gene pré-pré paratireoidiano (Darwish e Del.uca,
1999). O hormonio da vitamina D, através de seu receptor VDR, impede a proliferacao
de células da glandula paratireodide, sendo estd uma importante funcéo da vitamina D. Em
individuos normais o0 horménio da vitamina D mantem o estado normal das paratireoides.
J& em pacientes com insuficiéncia renal, o local de producdo do horménio da vitamina D
é destruido e a glandula paratireoide torna-se deficiente em vitamina D. Aliada as
quantidades adequadas de célcio plasmatico, a glandula paratireoide hiperprolifera e
hipersecreta o paratormdnio (PTH), resultando em hiperparatireoidismo secundario
(Slatopolsky et al., 2003). Para o tratamento de pacientes com diélise 0 horménio da
vitamina D ou seus analogos ja estdo sendo utilizados.

Estas sdo as principais funcdes que poderiam ter acdo em ruminantes e com algum
papel descrito na literatura cientifica. Porém, em humanos, os estudos relacionados a
outras fun¢des da vitamina D, ndo relacionados a homeostase de calcio e mineralizacdo
Ossea, estdo muito mais avancgados. Ja foi descrito que o nivel adequado de vitamina D
reduz a ocorréncia de certas doencas que afetam os humanos, ou melhora o status
imunitéario, melhorando a sobrevivéncia do doente. Como por exemplo, cancer, doengas
infecciosas, doengas pulmonares, doenga inflamatdria intestinal, doenca inflamatoria
cuténea, diabetes, esclerose multipla, IUpus e artrite reumatoide.

Sendo assim, verifica-se que a vitamina D tem diversas fun¢des no organismo
além da principal que é a mineraliza¢do 6ssea e homeostase de Ca e P. O horménio ativo

da vitamina D contribui para a fisiologia imune, reprodutiva e mamaria em bovinos.
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2.2 Técnicas de avaliacdo de densidade 0ssea

O tecido 6sseo é multifuncional e metabolicamente ativo com processo dinamico
durante toda a vida de reabsorcdo e formacdo de tecido mineralizado. E remodelado
principalmente para manter a homeostase de calcio e fosforo e controlado pelos
horménios paratormdnio (PTH) e calcitonina e pela acdo da vitamina D local e sistémica
(Holick e Krane, 2002), como sera detalhado posteriormente. Esse controle homeostatico
pode ser afetado pela idade, doencas osteometabdlicas, mobilidade diminuida e alguns
medicamentos, causando como consequéncias, a hiper ou hipocalcemia e osteoporose
(Mundy, 1999). Os problemas causados por deficiéncia mineral podem ser leves ou
graves, agudos ou crénicos (Holick e Krane, 2002; Suttle, 2010).

Nos 0ss0s, a avaliacdo da qualidade dssea serve para acompanhamento de diversas
enfermidades e pode ser feita com radiografia simples ou com uso de outras técnicas que
permitam determinar a densidade mineral 6ssea (DMO) e o conteddo mineral Gsseo
(CMO), que servem de parametro de normalidade e auxilio no diagnostico de doencas
osteometabdlicas.

A DMO é a concentracdo de minerais por unidade de volume 6sseo. Os minerais
estdo incrustados na matriz organica do osso fornecendo ao esqueleto a sua dureza e
rigidez (Mcclure et al., 2001). Nos animais, os valores da DMO variam entre espécies,
racas, género e idade. Cada uma dessas categorias ainda sofre alteracGes decorrentes da
alimentacdo, genética, exposicdo ao sol e atividade. J& foram conduzidos estudos para
determinacdo da densidade dssea em gatos (Borges et al., 2008), cdes (Robson et al.,
2006), suinos (Castro e Trento, 2009), ruminantes (Louzada et al., 2006; Zarrinkalam et
al., 2009), equinos (Toth et al., 2010), gansos (Charuta et al., 2014) e frangos (Oliveira et
al., 2014).

Ao determinar o valor da DMO é possivel diagnosticar o grau de mineralizagdo
do 0sso, 0 que pode auxiliar nos problemas ou melhorias causadas por troca de dietas, por
exemplo, e na avaliacdo das condigdes nutricionais de animais (Araujo et al., 2006).
Também pode auxiliar na determinacdo do desenvolvimento e maturidade animal, sendo
que a precocidade € desejada na criacdo de bovinos (Vanderschueren et al., 2004). Em
bovinos a mensuracdo de DMO e CMO e util para prognostico de fraturas em animais de
alto valor zootécnico agregado. Em bovinos leiteiros o estudo destes parametros pode

contribuir para 0 acompanhamento do metabolismo 6sseo durante o pré-parto e lactacao,
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além de poder ser usado na avaliacdo de problemas ortopédicos ou alteracbes Osseas
degenerativas.

E possivel a determinacéo da DMO através de bidpsias dos 0ssos e determinando
o valor médio de cinzas, no caso de ruminantes, 0ssos da costela. Também & possivel
utilizar marcadores ¢sseos plasmaticos, como osteocalcina, PTH e telopeptideo
carboxiterminal do colageno tipo I. Além disso alguns métodos néo invasivos vém sendo
amplamente utilizados para determinar o teor de mineralizacdo e o conteddo mineral
0sseo, como absorcdo direta por fotons (Cameron et al.1968), analise de ativacdo por
néutrons (Al-hiti et al., 1976), tomografia computadorizada (Reich et al., 1976), ultrassom
(Pratt Jr., 1980) e absorciometria por raios X de dupla energia (DXA) (T6th et al., 2010).

Entretanto, a bidpsia € uma medida que esta limitada a uma pequena area do 0sso,
e pode ndo representar o esqueleto todo. Alteracdes significativas foram relatadas na
densidade radiografica que ndao foram detectadas nas medidas de bidpsia de costela, em
vacas recebendo ou ndo fosforo suplementar no pds-parto (Fishwick et al., 1977).

Os metabdlitos sanguineos correspondem ao metabolismo 6sseo verdadeiro do
animal, porém comparacdes entre valores obtidos por técnicas diferentes e realizados em
diferentes laboratorios ndo sdo aconselhados (Kleerekoper, 2001). Sendo assim valores
obtidos em estudos diferentes ndo devem ser comparados, especialmente para
osteocalcina que sofre grande degradacdo dependendo do tipo de coleta e
armazenamento.

A radiografia também é um dos métodos que determina a DMO. Tem um baixo
custo e é a técnica mais amplamente usada. Porém tem baixa sensibilidade, sO
diferenciando a perda da massa 6ssea quando esta for superior a 30%, permitido observar
somente casos severos de perda de densitometria 6ssea (Pun e Wong, 1991).

Densitometria radiografica ou fotodensitometria 0ssea, expressa a quantidade de
mineral no 0sso, equivalente em densidade, em milimetros de aluminio. Densitometria
radiografica é uma técnica valida para avaliagdo local do 0sso especifico e correlacionado
positivamente com o teor de cinzas do osso (Himes, 1978). Existem vérias formas e
aparelhos que possibilitam essa medicdo, entre elas iremos descrever a técnica de
absorciometria por raios X de dupla energia (DXA) e densidade Optica em imagens
radiograficas.

A técnica DXA é considerada “padrdo ouro” para avaliar a densidade Ossea
radiografica. A alta correlacdo entre valores médios de cinzae DMO indicou que a analise

pela densitometria radiografica € uma alternativa confidvel (Vaccaro et al., 2012). O
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principio da técnica envolve um conjunto de medidas ponto a ponto da atenuacdo dos
feixes de raios X que passam através do corpo do paciente em materiais que contém
hidroxiapatita e tecidos moles adjacentes. O resultado da DMO é a aquisi¢cdo média da
DMO por area. Por fim, a DMO ¢é multiplicada pela area 6ssea para obtencdo do conteddo
mineral 6sseo (Carstanjen et al., 2003). A técnica da DXA j& foi utilizada para roedores,
gatos, coelhos, cées, porcos, primatas ndo-humanos, ovelhas e cavalos (Grier, 1996),
entre outras espécies. Nos grandes animais, a maioria das pesquisas sdo com equinos
(Donabedian et al., 2005; Téth et al., 2010). Uma dificuldade no emprego desta
metodologia a campo seria o alto custo do aparelho e necessidade de imobilizagdo e
sedacgéo do animal.

Por isso, a técnica de densidade Optica em imagens radiogréficas, utilizando a
setorizacao das curvas caracteristicas e a correcdo do efeito ndo uniforme da radiacdo X
(Lousada, 1994), através de uma escala de aluminio por exemplo, consegue-se observar
a desmineralizacdo déssea a partir de 12% nos 0ssos. Para isso utiliza-se sistemas de
analises digitais que sdo 20 vezes mais precisos que o0 olho humano. Assim, a
densitometria radiogréafica, por meio de raio X, por ser mais barata e de simples execuc¢édo
é mais frequente na medicina veterinaria (Louzada et al., 1994; Coates et al., 2015).

Williams et al. (1991) determinaram o conteido mineral dsseo no terceiro
metacarpico de novilhas Angus alimentadas com dietas em niveis adequado e baixo de
fosforo. O experimento avaliou a capacidade dos métodos de DXA, fotometria
radiografica e ultrassonografia na determinacdo da densitometria 6ssea. Os autores
concluiram que, mesmo com valores de CV diferentes para cada uma das técnicas, todas
as trés técnicas avaliadas foram consideradas Gteis para prognosticar o contetdo mineral
0sSeo nesses animais.

A anélise radiografica de ossos mandibulares e dentes pode ser utilizada como
elemento diagnostico do hiperparatiroidismo secundario nutricional em bovinos. O uso
desta técnica serve de subsidio relevante para avaliacdo clinica de animais que
desenvolvem este tipo de problema, em consequéncia dos desequilibrios dos elementos
minerais constituintes de dietas para animais de interesse pecuario, além de servirem
como indicadores clinicos importantes para o diagnéstico desta enfermidade (Leite et al.,
2004). Na medicina veterinaria a determinagéo da densidade 0ssea e do contetido mineral
0sseo ajuda no diagnostico de doencgas osteometabdlicas, na prevencao e tratamento de
fraturas, no monitoramento da densidade déssea em resposta a alguma enfermidade,

mudanca de dietas entre outros usos. Porém o uso desta técnica ainda é bastante limitado
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na medicina veterinaria devido ao custo e dificuldades de levar o equipamento a campo.
Além disso ha necessidade de determinar valores de referéncia para animais, para que seu

uso seja popularizado e o0 exame de densitometria 0ssea seja aplicado na pratica clinica.
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ARTIGO 1
Técnica de medicdo da densidade mineral 6ssea em vacas leiteiras a

partir da densitometria 0ptica em radiografias digitais

Izabella Carolina de Oliveira Ribeiro*, Rayana Brito Silvat, Lucas Carneiro de
Resende*, Leticia do Nascimento Resende*, Antdnio Carlos Cunha Lacreta Junior* and

Marcos Neves Pereira*f

*Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG 37200-000, Brazil
+Better Nature Research Center, ljaci, MG 37205-000, Brazil

RESUMO
Em bovinos a analise de densitometria dptica radiografica tem sido muito pouco utilizada.
Com a padronizagdo da técnica e facilidade de utilizagdo da ferramenta e obtencdo do
dado, esta técnica pode ser utilizada para avaliar o metabolismo 6sseo da vaca leiteira.
Com isto, objetivou-se padronizar a técnica de densitometria dptica radiogréfica e valores
da densidade mineral em bovinos leiteiros e correlacionar os valores com idade, peso e
marcadores séricos (Ca total, Ca ionizado, P, Mg, osteocalcina, fosfatase alcalina do 0sso
e telopeptideo carboxiterminal do colageno tipo | (CTX-1)). Foram avaliadas trinta vacas
holandesas (230 + 137 DEL, 8 primiparas) producdo de leite 31,3 * 6,3 kg/d, ingestdo de
matéria seca 23,0 + 3,8 kg/d e peso 666 * 83 kg. Foi avaliado no primeiro dia (d 0) e apds
84 dias (d 84), a densidade mineral éssea, peso corporal, idade e concentracdes séricas de
Ca ionizado, Ca total, P, Mg. Os parametros sanguineos osteocalcina, fosfatase alcalina
Ossea e CTX-1 foram avaliados somente no dia 84, com intuito de verificar a correlacédo
entre os parametros. A densidade mineral 6ssea (DMO) é maior com o avangar da idade
das vacas, apresentando resultado significativos para trés regides de avaliagdo. Animais
com maior idade aumentaram peso (681 vs 623 Kg) e reduziram fésforo (6,10 vs 6,66
mg/dL) e telopeptideo carboxiterminal do colageno tipo | (CTX-1) (0,32 vs 0,56 ng/mL),
e tenderam a reduzir fosfatase 60ssea (25,31 vs 32,21 ng/mL) comparado com animais
mais jovens. Com avancar do dia de lactacdo (DEL) a DMO das vacas leiteiras foi maior,
exceto para a variavel do carpo acessorio. Com o avancar do DEL, o peso (670 vs 633
Kg) e as concentracdes sanguineos de célcio total (9,38 vs 8,95 mg/dL) e calcio ionizado

(5,11 vs 4,87 mg/dL) aumentaram. Os valores médios da DMO de vacas em lactagcdo do
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carpo acessoOrio, e metacarpo na regido de avaliacdo lateral, medial e medular,
apresentaram valores médios de 14,91; 27,45; 25,25 e 16,06 mmAl respectivamente. A
DMO em vacas leiteiras correlacionou positivamente com célcio total e calcio ionizado
das regides do carpo acessorio, e metacarpo cortex lateral, medial e medular. Pesos
corporais das vacas apresentaram boa correlagdo com a DMO das radiografias do cortex
lateral, medial e medular do metacarpo. A fosfatase alcalina do osso correlacionou
negativamente com a DMO do metacarpo lateral. E o marcador de reabsorcdo 6ssea CTX-
1 tendeu a correlacionar negativamente com todas as medidas das radiografias do cortex
do metacarpo lateral e medial. Conclui-se que a DMO determinada por densitometria
Optica em imagem radiogréafica € uma metodologia de facil execucdo, reprodutibilidade e

baixo custo que pode ser empregado na avaliagdo da DMO em vacas leiteiras.
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INTRODUCAO

Ao determinar o valor da densidade mineral dssea (DMO) é possivel diagnosticar o grau de
mineralizag¢&o do 0sso, 0 que pode auxiliar na avaliagdo da condig&o nutricional e sanidade dos animais
(Aradjo et al., 2006). Também pode auxiliar na determinacao do desenvolvimento e maturidade animal
(Vanderschueren et al., 2004). Em bovinos a mensuracdo de DMO e conteudo mineral 6sseo (CMO)
é atil para prognostico de fraturas em animais de alto valor zootécnico, além de auxiliar na avaliacdo
de problemas ortopédicos ou alteracBes dsseas degenerativas.

A DMO é inversamente correlacionada com a idade, varios autores constataram que o animal
até atingir a puberdade acumula minerais nos 0ssos, ou seja, vai aumentando a DMO com o avancar
do seu crescimento até atingir um pico e ocorrer a estabilizacao, e apos, com o avancar da idade animal,
ocorre uma diminuicdo de DMO, bem similares ao que acontece em humanos (linui et al., 2004;
Fukuda e lida, 2004).

E possivel determinar a DMO através de bidpsias dos ossos determinando o valor médio de
cinzas, no caso de ruminantes, nos 0ssos da costela. Tambeém € possivel utilizar marcadores 6sseos
plasmaticos, como osteocalcina e CTX-1. Porém esses dois métodos sdo invasivos. Outros métodos
n&o invasivos que podem ser utilizados para determinagdo da DMO, sdo por meio da absor¢éo direta
por fotons SPA e DPA (Cameron et al.1968), analise de ativacdo por néutrons (Al-hiti et al., 1976),
tomografia computadorizada (Reich et al., 1976), ultrassonografia (Pratt Jr., 1980) e absorciometria
por raios X de dupla energia DEXA (Téth et al., 2010). Porém, o alto custo dos equipamentos
especificos e ocasionalmente ser necessario a sedacdo dos animais para avaliar a densidade mineral
Ossea, tem reduzido o uso deste parametro como forma de diagndstico de rotina na medicina
veterinaria.

Assim, a densitometria dptica radiografica (DOR) tem sido usada para determinar a DMO, que
expressa relativamente a quantidade de mineral no 0sso, equivalente em densidade em milimetros de
aluminio (Louzada, 1994). Esta técnica detecta a partir de 12% de perda de célcio do tecido ésseo, pois
utiliza a setorizacdo de curvas e correcdo do efeito ndo uniforme da radiacdo-x, proposta por Louzada
(1994). Ja o exame radiografico simples detecta alteracdo de mineralizacdo d6ssea acima de 30% do
seu contetido (Gordon et al., 1994).

A técnica DOR tem sido pesquisada e utilizada por diversas areas da medicina veterinaria por
ser mais barata e de simples execucdo (Coates et al., 2015; Vulcano e Santos, 2003). Em grandes
animais ja foi avaliado a densidade mineral 6ssea do carpo de potros da raga Quarto de Milha e Puro
Sangue Inglés (Vulcano et al., 1997; Vulcano e Santos, 2003). Em pequenos animais como caes e
felinos esta técnica tem sido bastante utilizada com intuito de obter a DMO dos animais (Robson et
al., 2006; Vulcano et al., 2008).
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Entretanto em bovinos a analise de DOR tem sido muito pouco utilizada. Falta uma técnica
padronizada, de facil execucdo e obtencdo de dados para a avaliagdo do metabolismo 6sseo de vacas
leiteiras. Com isto, objetivou-se padronizar a técnica de densitometria dptica radiografica (DOR) e
parametrizar valores de densidade mineral em bovinos leiteiros adultos, correlacionando-os com idade,
peso e marcadores sericos (Ca total, Ca ionizado, P, Mg, osteocalcina, fosfatase alcalina 6ssea e CTX-
1).

MATERIAL E METODOS

Os animais foram alojados em instalagfes do tipo tie stall com camas individuais de areia e
paredes abertas, com ventiladores e aspersores de alta pressao e tiveram acesso continuo a pista de
alimentacdo e bebedouro. Os animais foram avaliados no Better Nature Research Center
(http://www.holandesflamma.com.br/). O centro de pesquisa esta localizado a 846 m de altura, 21° 09
'52,41” de latitude sul e 44° 55' 52,40" de longitude oeste.

Foram avaliadas vinte e nove vacas holandesas (218 + 131 dias em lactacdo (DEL)) com
producdo de leite de 31,3 + 6,3 kg/d, ingestdo de matéria seca 23,0 + 3,8 kg/d, peso de 666 + 83 kg,
concentracdo de gordura no leite de 3,39 £ 0,6 %, proteina de 3,31 £ 0,5 %, solidos de 12,1 +1,0% e
CCSlinear,0a9de29+18.

Os animais foram alimentados individualmente na forma de dieta completa sendo essa
fornecida diariamente as 0700 e as 1300 h em quantidades para permitir 7 a 10% de sobras por vaca.
A dieta continha silagem de milho, feno de aveia, farelo de algodao, milho maduro finamente moido,
polpa citrica, farelo de soja, farelo de soja com baixa degradabilidade ruminal (Soypass), minerais e
vitaminas. As vacas foram ordenhadas 3 x/d as 0500, 1300 e 2000 h em uma ordenha do tipo espinha
de peixe.

Foi avaliado no primeiro dia (d 0) e ap6s 84 dias (d 84), ou seja, apds 12 semanas, a densidade
mineral déssea, peso corporal, idade e concentracfes séricas de Ca ionizado, Ca total, P, Mg. Os
parametros sanguineos osteocalcina, fosfatase alcalina 6ssea e CTX-1 foram avaliados somente no dia
84 com intuito de verificar a correlacdo entre 0s parametros.

O peso corporal (PC) foi medido ap6s a ordenha da manha por dois dias consecutivos em uma
balanca (Tru-Test). O rebanho é registrado na Associacao de Criadores da Raca Holandesa, e a idade
dos animais foi obtida através da consulta dos registros.

Nos dias 0 e 84, amostras de sangue foram obtidas dos vasos coccigeos 12 h apds a alimentacdo
matinal. Amostras de soro foram obtidas para a mensuragdo das concentracdes de Ca total, Ca
ionizado, P e Mg por espectrofotometria (AU 480. Beckman Coulter Diagnostics, Brea, EUA) em um

laboratdrio comercial (Laboratorio Santa Cecilia, Lavras, Brasil) no mesmo dia que foram coletadas.
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Este mesmo procedimento foi realizado apenas no dia 84 em amostras de soro para avaliagdo
de osteocalcina, fosfatase alcalina 6ssea e CTX-1. As concentracdes de osteocalcina total e fosfatase
alcalina dssea foram medidas no Vet Lab (Petropolis, Rio de Janeiro, Brasil). A osteocalcina foi
analisada por ensaios disponiveis comercialmente (Elecsys N-MID, Roche Diagnostics, Manhein,
Alemanha). A atividade da fosfatase alcalina 6ssea (SPIFE ALP-20; Helena Laboratories, Beaumont,
EUA) foi medida usando um sistema de eletroforese automatizado (SPIFE 3000; Helena Laboratories,
Beaumont, EUA). A concentracdo de CTX-1 foi analisada por kits comerciais (Serum crossLaps
ELISA (CTX-1). Ids Ltd AC-02F1, Tyne and Wear, Reino Unido).

A densidade mineral éssea foi medida por densitometria dptica por imagens radiograficas do
membro toracico esquerdo, em dois dias distintos, no dia O e 84 dias ap6s a primeira avaliacdo. As
radiografias foram realizadas com as vacas nas respectivas camas sem necessidade de sedacdo ou
qualquer outro tipo de conteng&o. Foi utilizado um aparelho de raios-x, modelo 1060 HF (Ecoray. Seul,
Coréia) para obter imagens radiograficas com técnica padronizada em 100 quilovoltagem (kVp) e 60
miliamperes / segundo (mASs). As imagens radiograficas foram processadas em sistema digital direto
(DDR); Wireless digital flat painel detector modelo Mars 1417V-PSI e armazenadas em arquivo
DICOM para posterior avaliagdo. Utilizou-se um penetrémetro de aluminio (Alloy 6063) como
referéncia de densitometria (Figura 1), composto por 29 degraus, sendo o primeiro degrau com 1,00
mm de espessura e variando em 1,00 mm de um degrau ao outro, até o vigésimo nono degrau. Cada
degrau tinha uma area de 5 x 15 mm. Foram realizadas duas radiografias por vaca, metacarpo e carpo
acessorio, resultando em quatro locais de amostragem.

As radiografias foram realizadas em projecdes mediolateral visando a visibilizacdo do 0sso
carpo acessorio (Figura 2) e dorsopalmar, para as mensuracdes da DMO no cortex lateral e medial do
metacarpo, bem como da regido medular (Figura 3 e 4). As medidas da DMO do cértex lateral e medial
do metacarpo foram realizadas a 6 cm da superficie do osso subcondral da epifise proximal do
metacarpo (Figura 3) e na regido medular, a 3 cm da superficie do osso subcondral da epifise proximal
do metacarpo (Figura 4). A densidade dptica das imagens radiograficas das areas de amostragem e 0s
degraus do penetrémetro foram medidas para cada vaca e para cada radiografia em pixels com o
software de processamento de imagens Java (ImageJ. National Institutes of Health, Bethesda, EUA).
As areas de amostragem foram medidas trés vezes pelo mesmo avaliador, sem experiéncia previa, e
utilizado a média destas medidas com intuito de reduzir o erro.

Equagdes exponenciais relacionando o mmAl de cada degrau do penetrometro e os valores de
pixel de cada etapa foram desenvolvidas para cada radiografia para gerar uma medida da densidade
Optica para cada regido de amostragem em mmAl. O coeficiente de determinacdo das equacdes

exponenciais foi de 0,9899 em média, variando de 0,9621 a 0,9982.
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Analise estatistica

Os dados de densidade mineral 6ssea foram apresentados de forma descritiva e as correlagdes
com os parametros sanguineos foram analisados com 0 PROC CORR do SAS (versao 9.3, 2011; SAS
Institute Inc., Cary, NC). A densidade mineral 6ssea e os pardmetros sanguineos foram analisadas com
0 PROC MIXED do SAS, com o modelo estatistico contendo os efeitos fixos de idade (<1140 ou
>1140 dias) e DEL (0 ou 84) e interacdo entre idade e DEL. Vaca aninhada dentro de idade foi definido
como efeito aleatdrio. Para cada varidvel, a melhor estrutura de covariancia foi definida pelos critérios
bayesianos de Schwarz entre simetria autoregressiva e composta de primeira ordem. Os dados de
osteocalcina, fosfatase Ossea e telopeptideo carboxiterminal do colageno tipo 1 (CTX-1) foram
analisados com modelo contendo efeito fixo de idade. Os graus de liberdade foram calculados usando
a opcdo Kenward-Roger. A significancia foi declarada em P < 0,05 e as tendéncias em 0,05 <P <
0,10.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacdo da técnica de Densitometria Optica Radiografica (DOR) para avaliacdo da DMO
em vacas, utilizando imagens radiogréaficas DDR, com equalizacéo dos tons de cinzas do penetrdmetro,
utilizado como referéncia densitométrica, avaliacdo das regides previamente escolhidas e baixo desvio
padrdo das trés avaliacdes realizadas em cada regido, € de facil execucdo e ndo necessita de sedacdo
do animal. A técnica mostrou-se entdo de baixo custo, precisa, sensivel, reprodutivel e confiavel. Em
concordéncia estdo os trabalhos de Louzada et al. (1997), Vulcano et al. (1997), Louzada et al. (1998)
e Rahal et al. (2002), e outros autores que utilizaram programas computacionais para avaliagcdo das
imagens (Vulcano e Santos, 2003; Godoy et al., 2005; Muratomo et al., 2005; Robson et al., 2006;
Vulcano et al., 2008).

A densidade mineral éssea média nas faixas etarias em dias (Tabela 1) ndo apresentou diferenca
estatistica na interagcdo DEL e faixa etéria, sendo assim ndo ha diferenga para a avaliagdo da DMO nos
dias em lactacdo de vacas apds o pico da lactacdo. A DMO ¢ influenciada pela faixa etaria das vacas,
sendo gque com o avancar da idade a DMO foi maior nas trés regifes de avaliacdo do 0sso metacarpo
P <0,06. Apenas a regido do carpo acessorio ndo teve resultados significativos estatisticamente (P =
0,90).

Est4 € um achado que devemos ter cautela ao descrever, pois o esperado seria a diminui¢do da
DMO com o avangar da idade pensando em animais mais idosos, pois com o avancar da idade 0s sitios
de ligagdo da vitamina D vdo perdendo a especificidade e consequentemente ocorre menor
mineralizacdo 0ssea, que a longo prazo pode levar a osteoporose.

Nowak e Walker (1999) descreveram que uma vaca leiteira é biologicamente capaz de uma

expectativa de vida de até 20 anos, sem intervencdo humana. Porém outros autores demostram que o
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tempo médio das vacas no rebanho atualmente varia entre 4,5 e 5,5 anos, ou 2,5 e 3,5 lactagdes (Wathes
et al., 2008; Knaus, 2009). Esta reducdo da longevidade de animais leiteiros € frequentemente
relacionada a intervencdo humana no sistema de criagdo, manejo, alojamento e o grande foco na
selecdo genética relacionado a producédo antes da década de 1980, sem énfase na longevidade animal
(Fraser, 2008; Oltenacu e Broom, 2010; Egger-Danner et al., 2015). Em especial os animais desta
pesquisa ndo podem ser considerados animais idosos, sendo que a média de idade era 1590 + 471 dias,
aproximadamente 4,4 anos de média, sendo o0 minimo e maximo da idade em dias de 809 dias e 2520,
respectivamente. Sendo que apenas 20% dos animais estudados nessa pesquisa com idade superior a
1800 dias (5 anos). Por isso, os dados mostram um aumento da DMO com a avancar a idade de vacas
leiteiras. Resultados semelhantes foram encontrados por Vulcano et al. (2008) trabalhando com
espécies diferentes encontraram uma associacao significativa entre DMO e a idade, onde animais com
maior idade apresentavam maior DMO. Porém, estudos de Delaquerriere-Richardson et al. (1982) e
Vulcano et al. (1998), encontraram resultados diferentes deste, onde a DMO néo apresentou associacdo
significativa com a idade dos animais.

Animais com maior idade aumentaram peso, reduziram concentracdes sanguineas de fésforo
(P =0,04), CTX (P = 0,03), e tenderam a reduzir fosfatase 6ssea (P = 0,07). Animais mais velhos
apresentam maior DMO e provavelmente maior peso devido ao maior aporte animal. Os marcadores
sanguineos 0sseo CTX e fosfatase alcalina, dependem de vitamina D ou seus derivados para a correta
funcdo do metabolismo Gsseo, porém sabe-se que com avancar da idade os sitios ativos da vitamina D
reduz, ou seja, animais mais velhos tem maior dificuldade em absorver e mobilizar Ca e P para
utilizacdo (Goff, 2000).

Os resultados mostram que DEL apresentou ser altamente significativo para as medidas de
DMO (P < 0,01), excesso para a variavel do carpo acessorio (P = 0,16), sendo que quanto maior o
DEL maior a DMO apresentada. Isso era esperado uma vez que com o avancar da lactacao, as vacas
apresentam um quadro de balanco energético positivo e tendem a acumular reservas para 0 proximo
parto. Com o avancar do DEL peso e parametros sanguineos de célcio total e de célcio ionizado
aumentaram (P < 0,01).

Com relagdo a correlagdo da DMO e os demais parametros, utilizando os dados dos dois
periodos para tomada das radiografias das vacas em lactacdo (dia O e 84) (Tabela 2 e 3) percebe-se que
calcio total e célcio ionizado sanguineos tem forte correlacdo positiva com todas as medidas de DMO
(P < 0,05), independentemente do local de avaliacdo. Em contrapartida Mg e P ndo apresentaram
correlagdo (P > 0,37) com a DMO.
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O calcio é o mineral mais abundante no organismo, representando 2% do peso vivo do corpo
do animal, onde 98% destes estdo nos 0ssos e dentes, e 0s outros 2% distribuidos nos fluidos extrace-
lulares e tecidos moles. O Ca é armazenado quase em sua totalidade nos 0ssos e dentes, que pode ser
mobilizado em caso de necessidade, liberando Ca e P para utilizacdo imediata no organismo em
periodos criticos de demanda aumentada (Weiller et al., 2015). Possivelmente, esta foi a razéo da alta
correlagdo da DMO com calcio total e ionizado, sendo que o célcio total representa o calcio presente
na forma livre e presente na reserva dos 0ssos, e o calcio ionizado é a forma livre e circulante do célcio.

Os pesos corporais das vacas apresentaram boa correlagdo com a DMO das radiografias do
cortex lateral e medial do metacarpo, bem como na regido medular (Tabela 3). Porém, nédo foi
estatisticamente significativo na avaliacdo do carpo acessorio (P > 0,10).

E bem comum nos diversos estudos uma forte associacao entre os valores da densidade mineral
Ossea e 0 peso corpOreo dos animais, onde animais mais pesados apresentam uma maior densidade
mineral 6ssea, como foi observada no estudo de Stoliker et al. (1976), Delaquerriere-Richardson et al.
(1982), Muramoto et al. (2005), Robson et al. (2006) e Vulcano et al. (2008), pois 0 esqueleto é uma
estrutura peso-dependente, utilizando a osteogénese e aumento da massa Gssea para adaptar-se ao peso
a este conferido (Lipscomb et al., 2001).

Quando se utilizou somente os dados do dia 84 e consequentemente um ndmero de avaliacfes
menor quando comparado ao avaliado nos dois dias de avaliagdo, para correlacionar com 0s parametros
sanguineos, peso e idade (Tabela 4 e 5), a DMO de nenhuma das areas avaliadas teve correlacdo
significativa com idade (P > 0,26) e osteocalcina (P > 0,63). O peso tendeu a apresentar correlagdo
positiva (P < 0,10) com a DMO da regido medular. A fosfatase alcalina 6ssea correlacionou
negativamente (P = 0,03) com a DMO do cortex lateral do metacarpo. E o marcador de reabsor¢ao
6ssea CTX-1 tendeu a correlacionar negativamente (P <0,06) com a regido do metacarpo cortex lateral
e medular.

De modo geral, os dois marcadores de formacdo 0ssea, osteocalcina e fosfatase alcalina do
0sso, nhdo correlacionaram com DMO, apenas o coértex lateral do metacarpo correlacionou
negativamente com DMO, sendo que quanto maior DMO menor os marcadores séricos de formacéo
0ssea, pois se 0 0sso tem grande DMO e consequentemente alta concentracao de célcio reservada no
0ss0, ndo € necessario ou ndo ha capacidade para armazenar mais célcio. E entdo, os marcadores de
formacédo dssea ndo precisam estar em alta atividade para formar 0sso e entdo reservar calcio (Goff,
2000). Em relagé@o ou CTX-1 que € um marcador de reabsorcéo 0ssea, ou utilizacdo da reserva mineral
do 0sso, quanto maior DMO menor o CTX-1, ou seja, quanto maior a reserva de calcio no 0sso maior
a DMO que significa que estd ocorrendo menor reabsorg¢do no 0sso ou menor utilizagdo de calcio dos
0ssos (Goff, 2000).
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CONCLUSAO

O estudo, nas condi¢bes em que foi realizado, permitiu concluir que a densidade mineral 6ssea
determinada por densitometria 6ptica em imagem radiogréfica € uma metodologia de reprodutibilidade
e de baixo custo, devido a utilizagdo somente do raio X que pode ser empregado na avaliagdo da DMO
em vacas leiteiras em lactacao.

Os valores médios da DMO de vacas em lactacdo do carpo acessorio, cortex lateral do
metacarpo, cortex medial do metacarpo e da regido medular do metacarpo, apresentaram valores
médios de 14,91; 27,45; 25,25 e 16,06 mmAl respectivamente. A DMO foi maior em animais com
maior idade e DEL para todas as medidas, exceto para a regido do carpo acessorio. Maior DEL
apresentou maior peso e calcio total e calcio ionizado. Animais com idade mais avancada apresentaram
menor concentracdo de fosforo, e marcadores sanguineos dsseos, fosfatase alcalina e CTX. A DMO
em vacas leiteiras correlacionou positivamente e significativamente com célcio total e célcio ionizado
com as regides do carpo acessorio, cortex lateral, medial e regido medular do metacarpo. As regides
do metacarpo avaliadas correlacionaram positivamente com a DMO e com peso, porém, negativamente
com CTX-1. Apenas a regido do cortex lateral do metacarpo correlacionou negativamente com
osteocalcina.
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Tabela 1 — Densidade mineral 6ssea (mm Al), peso vivo (Kg) e concentra¢es no sangue (mg/dL) de célcio total, calcio ionizado, fosforo e
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magnésio de vacas leiteiras com idade menor (1157 £ 217 dias. N = 12) ou maior (1897 + 338 dias. N = 17) que 48 meses aos 218 (DO0) e aos 302

(D84) (£ 131) dias em lactacdo (DEL) e concentracfes no sangue (ng/mL) de osteocalcina, fosfatase 0ssea e telopeptideo carboxiterminal do

colageno tipo | (CTX-1) aos 302 + 131 dias em lactacéo.

Idade DEL Valor de P
EPM EPM
<48 > 48 DO D84 Idade DEL Idade x DEL

Densidade 0ssea

Carpo acessorio 15,00 14,86 0,780 14,26 15,61 0,731 0,90 0,16 0,65

Metacarpo cortex lateral 23,39 29,34 1,738 20,45 32,28 1,576 0,02 <0,01 0,47

Metacarpo cortex medial 22,44 26,49 1,487 18,88 30,05 1,520 0,06 <0,01 0,47

Metacarpo regido medular 13,29 17,36 1,220 10,64 20,00 1,273 0,02 <0,01 0,86
Peso 623,54 681,12 20,367 633,69 670,97 14,540 0,05 <0,01 0,99
Calcio total 9,15 9,18 0,067 8,95 9,38 0,056 0,76 <0,01 0,28
Calcio ionizado 5,00 4,98 0,035 4,87 511 0,031 0,74 <0,01 0,27
Fosforo 6,66 6,10 0,186 6,37 6,39 0,158 0,04 0,91 0,20
Magnésio 2,23 2,29 0,048 2,27 2,26 0,039 0,35 0,94 0,71
Osteocalcina 4,54 3,47 0,842 0,37
Fosfatase 0ssea 32,21 25,31 2,580 0,07
CTX-1 0,56 0,32 0,072 0,03
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376  Tabela 2 — Densidade mineral 6ssea (mm Al), idade (dias), peso vivo (Kg) e concentracdes no sangue
377  (mg/dL) de calcio total, célcio ionizado, fésforo e magnésio de 29 vacas Holandesas aos 218 e 302 (+

378  131) dias em lactagéo

Media DP Minimo Maximo

Densidade 0ssea

Carpo acessorio 14,943 3,7320 8,221 24,863

Metacarpo cortex lateral 27,063 10,2626 11,291 55,449

Metacarpo cortex medial 25,019 9,6215 12,383 55,876

Metacarpo regido medular 16,148 8,7922 6,873 49,648
Idade 1590 466 809 2520
Peso vivo 656 82,3 459 835
Célcio total 9,17 0,355 8,40 9,80
Célcio ionizado 4,99 0,200 4,60 5,40
Fosforo 6,32 0,863 4,40 8,90
Magnésio 2,26 0,205 1,70 2,80

379
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380 Tabela 3 — Coeficiente de correlacdo linear entre a densidade mineral 6ssea (mm Al) do carpo
381  acessdrio, metacarpo cortex lateral, metacarpo cortex medial e regido medular do metacarpo e a idade
382  (dias), peso vivo (Kg) e concentracdo no sangue (mg/dL) de célcio total (CaT), calcio ionizado (Cal),
383  fdsforo (P) e magneésio (Mg) de 29 vacas Holandesas aos 218 e 302 (+ 131) dias em lactagdo

Idade Peso CaT Cal P Mg
Carpo acessorio 0,009 0,12 0,39? 0,39? 0,06 -0,027
Metacarpo cortex lateral 0,19 0,352 0,282 0,372 -0,05 -0,11
Metacarpo cortex medial 0,12 0,292 0,332 0,402 0,01 -0,07
Metacarpo regidao medular 0,06 0,24° 0,372 0,442 0,03 -0,04

384 2P<0,05°P<0,10
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Tabela 4 — Densidade mineral 6ssea (mm Al), idade (dias), peso vivo (Kg) e concentragdes no sangue

(ng/mL) de osteocalcina, fosfatase 0ssea e telopeptideo carboxiterminal do colageno tipo 1 (CTX-1)

de 29 vacas Holandesas aos 302 + 131 dias em lactacao

Media DP Minimo Maximo

Densidade 0ssea

Carpo acessorio 15,574 4,0763 9,086 24,863

Metacarpo cortex lateral 32,669 8,6814 15,678 55,448

Metacarpo cortex medial 30,255 9,1602 18,178 55,875

Metacarpo regido medular 20,500 9,1674 9,830 49,647
Idade 1590 470 809 2520
Peso vivo 675 82,6 484 835
Osteocalcina 3,94 3,067 0,60 11,40
Fosfatase Ossea 28,38 9,890 6,72 43,47
CTX-1 0,421 0,2921 0,1291 1,284
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Tabela 5 — Coeficiente de correlacdo linear entre a densidade mineral 6ssea (mm Al) do carpo
acessorio, metacarpo cortex lateral, metacarpo cortex medial e regido medular do metacarpo e a idade
(dias), peso vivo (Kg) e concentracdo no sangue (ng/mL) de osteocalcina, fosfatase dssea e
telopeptideo carboxiterminal do colageno tipo | (CTX-1) de 29 vacas Holandesas aos 302 + 131 dias
em lactacéo

Idade  Peso Osteocalcina Fosfatase Ossea CTX-1

Carpo acessorio 0,02 0,08 -0,09 0,22 0,07
Metacarpo cortex lateral 0,19 0,29 -0,09 -0,40% -0,34°
Metacarpo cértex medial 0,07 0,17 -0,07 -0,24 -0,28
Metacarpo regidao medular 021 0,32° -0,09 -0,13 -0,35%

AP <0,05°P<0,10
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396  Figura 1. Penetrémetro, referéncia densitométrica.
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399  Figura 2. Carpo acessério do membro toracico esquerdo.
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Figura 3. Cértex lateral do metacarpo do membro toracico esquerdo. A: cortex lateral. B: cortex medial

(6 cm da superficie do osso subcondral da epifise proximal do metacarpo).

Figura 4. Regido medular do metacarpo do membro toracico

subcondral da epifise proximal do metacarpo).

esquerdo (3 cm da superficie do 0sso



O 00 N o U

10
11
12
13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

60

ARTIGO 2

Calcium balance, bone density, and performance of late-lactation dairy cows with

supraphysiological concentration of blood vitamin D

Izabella C. O. Ribeiro®, Rayana B. Silvat, Leticia N Resende”, Josiane P. Santos”, Lucas C Resende”,

Antdnio Carlos C. Lacreta Junior*, Renata A. N. Pereira §, and Marcos N. Pereira*

*Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG 37200-900, Brazil
tBetter Nature Research Center, Lavras, MG 37203-016, Brazil
§Empresa de Pesquisa Agropecudaria de Minas Gerais, Lavras, MG 37200-900, Brazil

ABSTRACT
Vitamin D can affect Ca metabolism, bone remodeling, and lactation performance of dairy cows. The
objective of this experiment was to evaluate lactation performance, body Ca retention, and bone
density of late lactation dairy cows subjected to supraphysiological concentration of blood 25(OH)D
for 12 weeks. We hypothesized that the increase in blood 25(OH)D would improve Ca retention, bone
mineralization, and lactation performance. Thirty Holsteins cows (230 + 137 days in lactation, 8
primiparous) were individually fed a standard total mixed ration for 14 days and a treatment for 84
days. Treatments were Phy (placebo) or Supra (40,000 1U/d of calcidiol) vitamin D level or placebo.
The basal diet contained 1,033 Ul/kg of dry matter (DM) of cholecalciferol and 0.77% Ca in DM. The
intake of vitamin D3 (cholecalciferol) from the diet was 23,800 1U/d. Data was analyzed with Proc
Mixed of as a covariated adjusted randomized block design with repeated measures over time.
Significance was declared at P < 0.01 and trends at P < 0.10. The average plasma concentration of
25(0OH)D of Supra was twice the concentration of Phy (117 vs 53 ng/mL). The increase in the
concentration of plasma 25(OH)D in response to calcidiol supplementation was of larger magnitude
on day 84 (+ 84.4 ng/mL) than on day 28 (+ 45.3 ng/mL). There was not a deficiency of vitamin D in

this group of cows. The concentrations of both forms of total Ca and ionized Ca were increased by
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vitamin D on days 28 and 56, but there was no treatment difference on day 84 (9.4 mg/dL). Cows on
Supra excreted more Ca in urine (g/d) in week 12 than cows on Phy and there was no difference in the
flow of urinary Ca on week 4. The total tract apparent digestibility of Ca was not affected by vitamin
D level. The markers of bone deposition osteocalcin (OC) and bone alkaline phosphatase (BAP) were
reduced in Supra on day 84 and did not differ in day 28. The marker of bone resorption CTX-1 did not
differ. The maintenance of a constant blood Ca concentration with high vitamin D supply in day 84,
in spite of the greater loss of urinary Ca and similar Ca absorption from the digestive tract, was
explained by a reduction in Ca deposition in bones. The estimated retention of Ca in the body did not
differ. There were trends for reductions in the optical density of accessory carpal and medullar region
of metacarpal bones with Supra, suggestive of osteoporosis. The Supra level of vitamin D was
associated to increased milk yield (31.6 vs 30.9 kg/d) and had no effect on DMI (23.0 kg/d). The
energy-corrected milk, feed efficiencies, body condition score, body weight gain, and the total tract
apparent digestibility of dry matter and organic matter did not differ. Supra was associated with a
reduction in milk somatic cell count (SCC) from 105,000 to 83,500 cells/mL, suggestive of a positive
action of vitamin D on mammary gland immunity. Dairy cows exposed for 12 weeks to twice as much
concentration of blood 25(OH)D than cows with 50 ng/mL produced more milk at similar intake, had
lower SCC in milk, had higher concentration of blood Ca and excretion of Ca in urine, and had reduced

bone mineral deposition markers and bone optical density.
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Bone remodeling, calcium, dairy cows, vitamin D.
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INTRODUCTION

Vitamin D acts on bone (Kitazawa et al., 2003) and energy (Rodney et al., 2018b) metabolism,
immune response (Nelson et al., 2010; Lippolis et al., 2011), and Ca and P homeostasis (Pansu et al.,
1983; Kitazawa et al., 2003; Hoenderop et al., 2005) in dairy cows. Cattle acquire vitamin D mainly
as vitamin Ds (cholecalciferol) synthesized endogenously from the steroidal precursor 7-
dehydrocholesterol through the action of solar ultraviolet rays (MacLaughlin et al., 1982) or as
supplemental vitamin D3 from the diet. In the body, vitamins D, (ergocalciferol) and Ds undergo
hydroxylation in the liver to form 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D, calcidiol. Refers to D2 and D3
metabolites]. This molecule is hydroxylated in the kidney by the enzyme 1a-hydroxylase forming 1,25-
dihydroxycholecalciferol [1,25(OH)2D, calcitriol], the biologically active form of vitamin D.

The concentration of 25(OH)D in serum or plasma is considered the best indicator of the
vitamin D status of an animal, as it is the main circulating metabolite of vitamin D and it is relatively
stable in blood (Sommerfeldt et al., 1983; Horst, 1976). The average 25(OH)D concentration in blood
serum of 702 cows from 12 dairy herds was 68 + 22 ng/mL (mean = SD) in a north-American survey
(Nelson et al, 2016). Around 80% of samples had concentrations between 40 and 100 ng/mL and 22%
of the cows receiving 20,000 1U/d of cholecalciferol [the dairy NRC (2001) recommendation] had
serum 25(0OH)D below the traditionally recommended minimum value of 30 ng/mL. The
supplementation of 25(OH)Ds to achieve supraphysiological serum 25(OH)D concentration (228 vs
59 ng/mL) pre and post-partum (Rodney et al., 2018b) has improved health and performance of dairy
cows in early lactation (Martinez et al., 2018a). Achieving high blood 25(OH)D concentration may
favor immune function (Cantorna et al., 2004, Nelson et al, 2010) and Ca and P deposition in bones of
dairy cows in late lactation, potentially improving Ca storage for the next lactation and reducing
osteoporosis in mature cows (McGrath et al., 2012). However, the long-term exposure to
supraphysiological concentration of blood 25(OH)D has induced enhanced intestinal Ca absorption

and bone resorption, inducing hypercalcemia, nephrocalcinosis, increased osteoclastic activity, and
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osteoporosis in humans (Davies et al., 1986; Rizzoli et al., 1994; Selby et al., 1995) and rats (Lindgren
and DelLuca, 1982).

The objective of this experiment was to evaluate lactation performance, body Ca retention, and
bone density of late lactation dairy cows subjected to supraphysiological concentration of blood
25(0OH)D for 12 weeks. We hypothesized that the increase in blood 25(OH)D would improve Ca
retention, bone mineralization, and lactation performance.

MATERIALS AND METHODS
Cows, diets, and experimental design

The experiment was conducted from in an open-walled, sand-bedded tie-stall barn with fans
and high-pressure sprinklers. Thirty Holstein cows (230 £ 137 days in lactation at the beginning of the
experiment, 8 primiparous) were individually fed the same total mixed ration (TMR) for a 14-d
standardization period. On days 11 to 14 of this period, dry matter (DM) intake (DMI), milk yield,
milk components, body weight (BW), body condition score (BCS), serum concentrations of Mg,
ionized Ca, total Ca, and P, and bone density were measured and used as covariate in the statistical
model. Cows were blocked in pairs by parity (1 vs. > 2) and milk yield and received a treatment for 12
weeks. Treatments aimed at achieving physiological (Phy) or supraphysiological (Supra)
concentrations of 25(0OH)D in plasma. Capsules containing 25(0OH)Ds (40,000 1U/day) or placebo
were orally given to each cow 3x/d before milking. The basal diet contained 1,033 Ul/kg of DM of
cholecalciferol and was supposedly adequate according to the NRC (2001) recommendation (30 1U/kg
BW). The TMR was mixed in a stationary feed mixer and offered at 0700 and 1300 h in amounts to
allow for 10 to 15% of offered as daily refusal per cow. Feed was pushed up at least 10x/d. Cows were
milked 3x/d starting at 0500, 1300, and 2000 h in an adjacent herring-bone parlor.

Samples of feeds and orts per cow were obtained daily and frozen for the formation of weekly
composites based on equal as-fed amounts of daily samples. Composite samples were dried in forced-

air oven at 55°C for 72 h and ground to pass a 1-mm mesh screen. The DM concentration was
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determined by drying at 100°C for 24 h. The composition of the consumed diet in nutrients was
calculated for each cow based on the amounts of offered ingredients and orts on a DM basis. The crude
protein concentration was determined with a micro Kjeldahl apparatus (AOAC International, 2012,
method 991.20), ash by incineration at 550°C for 8 h, the ash-free neutral detergent fiber by filtration
in porous crucibles with heat stable alpha-amylase and sodium sulfite (\Van Soest et al., 1991, and the
ether extract as in AOAC International (2012), method 2002.04. Starch was analyzed enzymatically
according to Hall (2009). The composition of the consumed diet in nutrients was calculated by the
total nutrient intake of all cows divided by the total DMI (Table 1).

Performance variables

Milk yield and DMI were recorded daily. Milk samples were collected in proportion to the
amount produced on each of the six consecutive milkings on days 6 and 7 of each experimental week.
Samples were stored in flasks containing 2-bromo-2-nitropropane-1-3-diol under refrigeration for at
most 2 days until shipping to a commercial laboratory. Milk components, somatic cell count (SCC),
and milk urea-N (MUN) were measured by mid-infrared analysis (Bentley Instruments Inc., Chaska,
MN) at the Laboratory of the Parana State Holstein Breeders Association (APCBRH, Curitiba, Brazil).
Milk energy secretion (Mcal/d) was (NRC, 2001): [(0.0929 x % fat) + (0.0547 x % protein) + (0.0395
x % lactose)] x kg of milk. The secretion of energy corrected milk (ECM, kg/d) was: Milk energy
secretion/0.70 (assumes 0.70 Mcal/kg of milk with 3.7 % fat, 3.2 % protein, and 4.6 % lactose).

The SCC was transformed to a linear scale from 0 to 9 in which scores represented the
following values of SCC (x 1,000 cells/mL): 12.5 for SCC score 0; 25 for SCC score 1; 50 for SCC
score 2; 100 for SCC score 3; 200 for SCC score 4; 400 for SCC score 5; 800 for SCC score 6; 1,600
for SCC score 7; 3,200 for SCC score 8; and 6,400 for SCC score 9. The SCC score was calculated
from the natural logarithm of the measured SCC (1,000 cells/mL) and the above metioned SCC value

of each score: SCC score = - 3.6438 + 1.4427 x Ln (SCC). Negative values were rounded to zero.
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The BW and BCS were measured at 14-d intervals. The BW was measured after the morning
milking during two consecutive days and BCS (1 to 5; Wildman et al., 1982) was the mean of 3
independent evaluators. The daily BW gain was calculated as the slope of the linear regression of BW
over days 0, 14, 28, 42, 56, 70, and 84.

Blood samples

Blood serum samples were obtained 12 h post-morning feeding from the coccygeal vessels on
days 0, 28, 56, and 84 to evaluate the concentrations of total Ca, P, ionized Ca (iCa), and Mg. Mineral
concentrations in serum were analyzed by spectrophotometry (AU 480. Beckman Coulter Diagnostics,
Brea, USA) on the same day of collection in a commercial laboratory (Laboratorio Santa Cecilia,
Lavras, Brazil).

On days 28 and 84, plasma samples were obtained for 25(OH)D analysis and serum samples
for osteocalcin (OC), bone alkaline phosphatase (BAP) and C-terminal telopeptide of type 1 collagen
(CTX-1) evaluations. The quantification of 25(OH)D was done by liquid chromatography (Agilent
1260. Waldbronn, Germany) coupled to triple quadrupole mass spectrometry at CEMSA (Centro de
Espectrometria de Massas Aplicada, Sdo Paulo, Brazil). The sample was collected in vacutainer tubes
containing EDTA and after centrifugation (1,800 x g for 10 min) the plasma was stored at - 80°C. The
chromatographic conditions were: LC column (Ascentis Express C18, 50 x 3.0 mm, 2.7 um. Supelco,
Belle Fonte, USA), mobile phase (A: water + 0.05% formic acid and B: methanol acetoniltrile 8/2 +
0.05% formic acid), column temp (38°C), injection volume (10 pL, temperatrure autosampler 8°C),
run time (5 min + 1.2 min. extra to equilibrate the column), and wash needle solution (methanol).
lonization parameters for the analysis of the mass spectrometry (QTRAP3200. Framingham, USA)
were: curtain gas (25 arbitrary unit), needle voltage (+4 arbitrary unit), source temperature (370°C),
and gas 1 and nebulizer (35 arbitrary unit). The blood concentrations of OC and BAP were measured
in a commercial laboratory (Vet Lab, Petropolis, Brazil). The OC was analyzed with a commercial

18-min sandwich assay (Elecsys N-MID, Roche Diagnostics, Manhein, Germany). The BAP activity
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(SPIFE ALP-20; Helena Laboratories, Beaumont, USA) was measured using an automated
electrophoresis system (SPIFE 3000; Helena Laboratories, Beaumont, USA). The CTX-1 was
analyzed with a commercial kit [Serum Crosslaps ELISA (CTX-1); IDS Ltd, Tyne and Wear, United
Kingdom].

Diet digestibility and mineral balance

The total tract apparent digestibility of DM and organic matter (OM) and Ca and P balance
were determined by collection of feces and urine on weeks 4 (days 26 to 28) and 12 (days 82 to 84).
Concentrations of DM and ash were determined as previously described. Feces were collected
concurrent to defecation during three 8-h sampling periods and weighed. The second and third
sampling periods were each delayed by 8 hours, thus representing a 24-h collection. Fecal aliquots
(equal fresh weight basis) were immediately frozen along the collection period and a composite sample
was formed per cow. Composite fecal samples were dehydrated for 72 h at 55°C in a forced air oven.
Total urinary output was collected in buckets, simultaneously to fecal sampling. A composite milk
sample was formed per cow during the period of fecal and urine sampling and stored at - 20°C.

The Ca concentrations in feeds, orts, feces, urine, and milk (Table 2) was measured according
to Malavolta et al. (1997) by atomic absorption spectrometry (SpectrAA 100. Varian Australia Pty
Ltd, Mulgrave, Australia) at 422.7 nm wavelength and lamp current of 10 mA. Air-acetylene flame
was used. The concentration of P was analyzed by visible ultraviolet spectroscopy (SP-22. Biospectro.
Labmais. Curitiba, Brazil) at 420 nm wavelength. The P in urine was not detectable.

During weeks 4 and 12, blood serum and urine were analyzed for creatinine (Creatinine.
Bioclin K016, Belo Horizonte, Brazil). The glomerular filtration rate (GFR) and the Ca fractional
excretion rate (KER) were estimated with the equations of Lefebvre et al. (2008): GFR (mL/min) =
[Ucr (mg/dL) x V (mL)] / [Scr (mg/dL)]; KER (%/minute) = [UCa (mEg/g) x V (mL)] / [SCa (mg/dL)
X GFR (mL/min)] x 100. Where, Ucr = urinary creatinine concentration; V = urinary volume; Scr =

plasma creatinine concentration; Uca = urinary concentration of Ca; SCa = plasma Ca concentration.
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Bone density

Bone mineral density was evaluated on days 0 and 84 by optical densitometry using radiographic
images of bones accessory carpal and metacarpal of the left thoracic limb (Ribeiro et al., XXXX). Two
radiographs were obtained from each cow per day for evaluation of regions accessory carpal, lateral
cortex of metacarpal, medial cortex of metacarpal, and medullar region of metacarpal. A portable x-
ray machine (RX 1060 HF, Ecoray. Seoul, Korea) was used to obtain radiographic images standardized
to 100 kVp and 60 mAs/sec. An aluminum (Alloy 6063) stepwedge penetrometer was used as a
densitometry reference. The penetrometer had 29 steps with 1.00 mm depth and 5 x 15 mm surface.
The pixels of images from each bone area and from the penetrometer were evaluated with Java image
processing software (ImageJ. National Institutes of Health, Bethesda, USA). Each sampling area was
evaluated by the same three independent evaluators and the mean value was used for each cow.
Exponential equations were developed for each cow to relate the pixel of each stair of the penetrometer
to the optical density expressed in mm of Al. The coefficient of determination of the exponential
equations was 0.9899 on average, ranging from 0.9621 to 0.9982.
Statistical Analysis

Data obtained over time were analyzed with the PROC MIXED of SAS (version 9.3, 2011;

SAS Institute Inc., Cary, NC). The statistical model contained the continuous covariate effect
(measurement of the same variable at the end of the standardization period), the random effect of block
(1 to 15), the fixed effects of vitamin D level (Phy, Supra) and time (day or week), and the interaction
between vitamin D level and time. Cow nested within vitamin D level was defined as random. For
each variable, the best covariance structure was defined by the Schwarz’s Bayesian criteria between
first-order autoregressive and compound symmetry. Degrees of freedom were calculated using the
Kenward-Roger option. Similar models were used for variables measured once during the experiment
and for variables without the covariate adjustment by removing the covariate, time, and its interaction

with treatment from the previous model. Significance was declared at P < 0.05 and trends at P <0.10.
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RESULTS AND DISCUSSION

The average intake of cholecalciferol from the basal diet was 23,800 1U/d or 35.7 1U/kg of BW,
slightly above the NRC (2001) recommendation of 30 1U/kg of BW. Two groups of cows differing in
25(0OH)D concentration in plasma were obtained. The average plasma concentration of 25(OH)D of
Supra was twice the concentration of Phy (117 vs 53 ng/mL) (Table 3). The increase in the
concentration of plasma 25(OH)D in response to calcidiol supplementation was of larger magnitude
on day 84 (+ 84.4 ng/mL) than on day 28 (+ 45.3 ng/mL), suggestive of an accumulation of the
metabolite in blood over time (P < 0.01 for the interaction of vitamin D level and day of sampling).
The plasma concentration of 25(OH)D ranged from 37 to 168 ng/mL (Figure 1), indicating that there
was not a deficiency of vitamin D in this group of cows, assuming 30 ng/mL as a reasonable minimum
threshold requirement (Nelson et al., 2012). The NRC (2001) recommendation for cholecalciferol
supplementation adopted to formulate the basal diet was apparently adequate to meet the requirement
of all cows. Cows had access to sunlight for at most 2 hours/day only during the midday milking
routine (farm routine).

Similarly to the observed for the variation in plasma 25(OH)D over the period of sampling,
there were significant interactions between vitamin D level and the day of sampling for the
concentrations in serum of total Ca and iCa (Table 4). The concentrations of both forms of Ca were
increased by vitamin D on days 28 and 56, but there was no treatment difference on day 84 (Figures 2
and 3), suggestive of long-term regulation of Ca homeostasis. Cows on Phy took longer to achieve
maximum blood Ca concentration on day 84 than cows on Supra. The supplementation of calcidiol
has increased blood Ca concentration (McGrath et al., 2012), although no difference was observed for
cows in early lactation (Rivera et al. 2005; Rodney et al., 2018b). The concentrations in serum of Mg
and P did not differ (Table 4).

The nutritional balances of Ca and P in weeks 4 and 12 are reported in Table 5. Cows on Supra

excreted more Ca in urine (g/d) in week 12 than cows on Phy and there was no difference in the flow
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of urinary Ca on week 4. The proportion of Ca intake excreted in urine was lowest on Phy in week 12
and there was no effect of vitamin D level on the urinary Ca excretion on week 4. Although the GFR
of the kidney tended to be lower on week 12 than 4, it did not differ between vitamin D levels. The
KEF was lowest on Phy in week 12 and highest on Supra in week 12. Fecal Ca excretion as a proportion
of Ca intake was higher on week 12 than 4, but did not differ between vitamin D levels.

In order to maintain long-term Ca homeostasis, the urinary Ca excretion was increased by
vitamin D, and although fecal Ca excretion was increased over time, the total tract apparent
digestibility of Ca was not affected by vitamin D. This data suggests that the concentration of plasma
25(0H)D in the range evaluated did not affect Ca absorption from the digestive tract and affected Ca
excretion in urine. Supra blood Ca in response to 25(OH)D may have lowered parathyroid hormone
(PTH) and reduced renal Ca resorption (Besarab and Swanson, 1982). The increase in blood Ca in
days 28 and 56 in response to vitamin D did not result from increased Ca digestibility or reduced
urinary excretion. Phosphorus balance was not affected by the variation imposed in the level of
25(0OH)D concentration in plasma, although the body retention of P tended to be reduced over time as
the result of increased proportion of P intake excreted in feces.

The markers of bone deposition OC and BAP were reduced in Supra on day 84 and did not
differ in day 28 (Table 3). The OC was reduced and BAP was increased with more days in lactation,
independently of vitamin D level. Rodney et al. (2018a) did not observe an effect of calcidiol
supplementation on OC of mid-lactation dairy cows, but the authors did not measure other indicators
of change in bone remodeling. The marker of bone resorption CTX-1 did not differ, although there
was a trend (P = 0.10) for this marker to be increased by Supra in day 28 (0.56 vs 0.41 ng/mL). This
suggests that the regulation of bone deposition by vitamin D was as short acting as the regulation of
bone resorption. The maintenance of a constant blood Ca concentration with Supra vitamin D supply
in day 84 (Figures 2 and 3), in spite of the greater loss of urinary Ca and similar Ca absorption from

the digestive tract, was apparently explained by a reduction in Ca deposition in bones (Table 5). The
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estimated retention of Ca in the body did not differ. The reduction in the bone deposition markers OC
and BAP with Supra is consistent with the trends for reductions in optical density of accessory carpal
and medullar region of metacarpal bones (Table 6). This is suggestive of osteoporosis in response to
the exposure to supraphysiological concentration of vitamin D in plasma. This is not in accordance
with our expectation that high 25(OH)D in plasma would increased bone resorption in hypercalcemia
in an attempt to maintain plasma Ca within the normal range when parathyroid hormone (PTH) is
absent (Hefti et al., 1983). When serum Ca levels are elevated, calcitonin is secreted which blocks
bone resorption and suppresses PTH release (Peacock, 2010). The PTH activates osteoclasts to liberate
Ca from bone and they are though to contribute to Ca mobilization from the bone during lactation
(Kaya et al., 2017; Kovacs, 2017). Our data supports that bone deposition, and not bone resorption,
was down-regulated when high plasma 25(OH)D concentration was induced for 12 weeks.
Unfortunately, we did not measure PTH in blood.

The Supra level of vitamin D was associated to increased milk yield (+ 0.7 kg/d) and had no
effect on DMI (Table 7). Fat percentage tended to be increased (+ 0.10%-units) and protein percentage
tended to be reduced (- 0.06%) by Supra. The ECM, feed efficiencies, BCS, BW gain, and the total
tract apparent digestibility of DM and OM did not differ. Consistent increase in daily milk yield
occurred from days 56 to 69 of the experiment (Figure 4), suggesting that the positive effect of Supra
on milk yield was not fast-acting. Supra was associated with a reduction in milk SCC from 105,000 to
83,500 cells/mL (Table 7), suggestive of a positive action of vitamin D on mammary gland immunity.
This is a plausible mechanism for the observed increase in milk yield in response to vitamin D, because
immune cells and mammary epithelial cells utilize 25(OH)D3 (Nelson et al., 2018). The 1,25(0OH)2D3
attracts defense cells so they can act on inflammation of the mammary gland of dairy cows (Nelson et
al., 2010). Lippolis et al. (2011) demonstrated that the intramammary treatment with 25(OH)Ds in
cows with mastitis reduced total bacterial count and the severity of mastitis. The stimulus by

1,25(0OH).D of the synthesis and secretion of prolactin by the pituitary gland may be another
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explanation for the increase in milk yield with Supra (Delvin et al., 1990; Diaz et al., 2011). Mammary
synthesis of 1,25(0OH).Ds from 25(OH)D3 have been demonstrated in human mammary cells and may
also contribute to mammary development and increased milk yield (Kemmis et al., 2006). A definite
mechanism for the positive response of Supra on milk yield cannot be ascribed from our data.
CONCLUSIONS
Dairy cows exposed for 12 weeks to twice as much concentration of blood 25(OH)D than cows
with 50 ng/mL produced more milk at similar intake, had lower SCC in milk, had higher concentration
of blood Ca and excretion of Ca in urine, and had reduced bone mineral deposition markers and bone
optical density.
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TABLES AND FIGURES

Table 1. Composition of the experimental basal diet.

% of dry matter

Corn silage 45.0
Oat hay 4.0
Whole cottonseeds 8.3
Finely ground mature corn 14.0
Citrus pulp 8.1
Soybean meal 13.5
Low rumen degradable soybean meal (Soypass) 4.0
Premix! 3.1
Crude protein 15.1
Neutral detergent fiber 37.4
Ether extract 4.5
Ash 5.5
Non-fiber carbohydrates? 36.7
Starch 33.8
Ca 0.77
P 0.46
DM, % of as-fed 52.0

111.86% of Ca (analyzed); 3.93% of P (analyzed); 3.80% Mg; 5.0% K; 1.5% S; 10.6% Na; 7.4% ClI;
11.5 mg/kg Co; 417 mg/kg Cu; 1165 mg/kg Mn; 2330 mg/kg Zn; 15 mg/kg Se; 17.5 mg/kg |; 116,666
Ul/kg Vit. A; 33,333 Ul/kg Vit. D; and 833 Ul/kgVit. E.

2NFC = 100 - (CP + NDF + EE + Ash).
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374  Table 2. Concentration of Ca and P (Mean = SD) in feeds, orts, feces, urine, and milk of cows with physiological (Phy) or supraphysiological
375  (Supra) blood concentrations of 25(OH)D on weeks 4 and 12.

Week 4 Week 12
Ca P Ca P
Phy Supra Phy Supra Phy Supra Phy Supra

Feeds, % of DM

Corn silage 0.213 0.182 0.225 0.221

Oat hay 0.235 0.167 0.388 0.152

Whole cottonseeds 0.108 0.623 0.114 0.631

Finely ground corn 0.028 0.270 0.027 0.260

Citrus pulp 1.999 0.173 1.902 0.154

Soybean meal (SBM) 0.279 0.721 0.365 0.724

Low RDP SBM? 0.389 0.760 0.382 0.736

Premix 11.791 4.008 11.933 3.868
Orts, % of DM 0.90+£0.071 0.92+0.091 0.39+0.036 0.41+0.027 0.83+0.075 0.84+0.050 0.38+0.03  0.38+0.030
Feces, % of DM 1.73+0.219 1.7740.247 0.83+0.087 0.82+0.112 1.72+0.124 1.75#0.178 0.76+0.09  0.78+0.111
Urine, g/kg fresh 0.02+0.010 0.02+0.015 0.01+0.005 0.03+0.017
Milk, g/kg fresh 1.11+0.090 1.09+0.160 0.84+0.167 0.78+0.161 1.05+0.142 1.00£0.096 0.99+0.195 0.92+0.172

376  Low rumen degradable soybean meal (Soypass).
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Table 3. Concentrations of plasma 25(OH)D and serum osteocalcin (OC), bone alkaline phosphatase
(BAP) and C-terminal telopeptide of type 1 collagen (CTX-1) on cows with physiological (Phy) or
supraphysiological (Supra) blood concentrations of 25(OH)D on days 28 and 84.

25(0OH)D P-value

Phy Supra . n
D28 D8 D28 Ds4 °°M VitD o Day - lnt

25(0H)D, ng/mL  54.0°  51.2° 99.3° 1356° 363 <00l <001 <0.01

OC, ng/mL 9.42 5.3° 9.72 2.8 0.86 0.14 <0.01 0.10
BAP, U/L? 18.5¢ 31.62 21.6°¢ 25.3P 2.48 0.38 <0.01 0.05
CTX-1, ng/mL 0.41 0.38 0.56 047 0.651 0.24 0.15 0.50

ab.¢ Means in the same row with different superscripts differ significantly (P < 0.05).
YInteraction of vitamin D level and day of sampling.
ZAtomic mass unit (U) per liter of blood (L).
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383  Table 4. Serum concentrations of Mg, ionized Ca, total Ca, and P on cows with physiological (Phy) or
384  supraphysiological (Supra) blood concentrations of 25(OH)D.

25(0H)D P-value!
Phy Supra SEM Vit D Int?
Mg, mg/dL 2.37 2.32 0.041 0.27 0.57
lonized Ca, ! mg/dL 4.93 5.05 0.033 0.01 0.05
Total Ca, ! mg/dL 9.10 9.29 0.059 0.03 0.03
P, mg/dL 6.33 6.40 0.139 0.75 0.16

385 1P <0.01 for the fixed effect of day (28, 56, and 84).
386 ZInteraction of vitamin D level and day of sampling.
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387  Table 5. Glomerular filtration rate (GFR), Ca and P balance, and the fractional excretion rate of Ca (KER) on cows with physiological (Phy) or
388  supraphysiological (Supra) blood concentrations of 25(OH)D on weeks 4 and 12.

25(0OH)D P-value

w Phy W 1o wa S“praw L, SEM Vit D Week  Int

GFR, mL/min 592 508 563 513 4509 0.82 0.07 0.63
Calcium
Intake, g/d 162.77 180.64 171.38 188.03 7.580 0.40 <0.01 0.90
Fecal, g/d 104.52 127.90 111.92 142.11 6.915 0.19 <0.01 0.54
Urinary, g/d 0.39°¢ 0.27°¢ 0.45% 0.592 0.079 0.02 0.92 0.07
Milk, g/d 34.57 30.61 34.35 29.73 2.336 0.74 <0.01 0.76
Retention, g/d 23.28 21.87 23.73 15.29 7.866 0.75 0.39 0.53
Fecal, % of intake 64.58 71.76 66.46 76.19 3.845 0.49 <0.01 0.65
Urinary, % of intake 0.262 0.15° 0.262 0.302 0.045 0.11 0.36 0.09
Milk, % of intake 21.66 17.70 20.27 16.39 1.492 0.46 <0.01 0.89
Retention, % of intake 13.49 10.38 12.46 7.10 4.454 0.69 0.19 0.72
kER, %/minute 0.18° 0.11° 0.21°¢ 0.282 0.042 0.05 0.99 0.07
Phosphorus

Intake, g/d 100.37 105.16 104.21 109.72 4.390 0.45 0.07 0.90
Fecal, g/d 50.32 56.14 52.28 63.33 3.308 0.22 0.01 0.37
Milk, g/d 25.40 28.77 24.92 24.80 2.380 0.16 0.01 0.49
Retention, g/d 24.65 20.26 26.59 21.17 4.076 0.74 0.01 0.89
Fecal, % of intake 50.24 54.02 50.85 58.15 2.794 0.45 <0.01 048
Milk, % of intake 25.72 28.19 24.08 23.02 2.199 0.11 0.75 0.42
Retention, % of intake 24.04 17.79 24.99 18.60 3.583 0.82 0.08 0.99

389  *P¢Means in the same row with different superscripts differ significantly (P < 0.10).
390 lInteraction of vitamin D level and week of sampling.
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Table 6. Bone optical density (mm Al) of cows with physiological (Phy) or
supraphysiological (Supra) blood concentrations of 25(OH)D.
25(0OH)D
Phy Supra SEM  P-value
Acessory carpal 16.64 14.35 1.106 0.09
Lateral cortex of metacarpal 33.91 31.34 2.216 0.28
Medial cortex of metacarpal 32.26 28.11 2.435 0.16
Medullar region of metacarpal 23.05 17.95 2.423 0.07
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394  Table 7. Dry matter intake (DMI), lactation performance, linear somatic cell count (Linear
395 SCC), milk urea-N (MUN), feed efficiency, body weight (BW), body condition score (BCS),
396 and the total apparent digestibility of dry matter (DMD) and organic matter (DMO) on cows
397  with physiological (Phy) or supraphysiological (Supra) blood concentrations of 25(OH)D.

25(0H)D P-value!

Phy Supra SEM Vit D Int?
DM, kg/d 22.9 23.1 0.49 0.73 0.96
Milk,® kg/d 30.9 31.6 0.43 <0.01 0.91
ECM,*5kg/d 29.2 29.4 0.71 0.77 0.99
Fat,* kg/d 1.028 1.061 0.0465 0.59 0.61
Fat,* % 3.34 3.44 0.063 0.07 0.48
Protein,*kg/d 1.022 1.007 0.0374 0.69 0.87
Protein,* % 3.34 3.28 0.025 0.09 0.97
Lactose,* kg/d 1.398 1.421 0.0282 0.49 0.57
Lactose,* % 4.49 4.50 0.022 0.69 0.99
Solids,* kg/d 3.748 3.771 0.0753 0.73 0.74
Solids,* % 12.34 12.01 0.150 0.28 0.94
Linear SCC,*60to 9 3.07 2.74 0.141 0.02 0.40
MUN,* mg/dL 15.91 15.67 0.358 0.51 0.97
Milk/DMI® 1.38 1.38 0.031 0.73 0.55
ECM/DMI* 1.30 1.28 0.035 0.76 0.99
BW, kg 664 668 2.5 0.45 0.84
BW gain,®g/d 400 457 53.1 0.41
BCS,/1t05 3.12 3.13 0.040 0.88 0.26
DMD,® % of intake 69.1 68.7 0.65 0.67 0.98
OMD,® % of intake 72.5 72.1 0.57 0.58 0.71

398 P <0.01 for the fixed effect of day (1 to 84) or week (1 to 12).

399  ZInteraction of vitamin D level and day or week of sampling.

400 °Data obtained daily.

401  “Data obtained weekly.

402 SEnergy corrected milk.

403  SEquivalency of the linear SCC: 3.07 = 105,000 cells/mL and 2.74 = 83,500 cells/mL.
404  'Data obtained at 14-d intervals.

405  8Slope of the linear regression of BW over days 0, 14, 28, 42, 56, 70, and 84.

406  °Data obtained on weeks 4 and 12.
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410  Figure 1: Distribution of cows with physiological (Phy) (A) and supraphysiological (Supra)
411  (B) blood concentrations of 25(OH)D on days 28 and 84 (15 cows sampled twice on each
412 vitamin D level).
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Figure 2. Concentration of ionized calcium in serum on treatment Phy (=) and Supra (). P-
value: 0.01 for treatment, < 0.01 for day, and 0.05 for the interaction of treatment and day.
Slice option of SAS: P < 0.01, P = 0.08.
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Figure 3. Concentration of total Ca in serum on treatment Phy (=) and Supra (). P-value:
0.03 for treatment, < 0.01 for day, and 0.03 for the interaction of treatment and day. Slice

option of SAS: 2P < 0.01, °P = 0.14.
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424  Figure 4. Daily milk yield of cows with Physiological (Phy) (--©--) and Supraphysiological (Supra) (—®—) plasma concentration of 25(OH)D
425  and the mean daily Temperature-Humidity Index (THI) inside the barn (' ). P-values: < 0.01 for Vit D, < 0.01 for day, and 0.91 for the interaction
426  of Vit D and day. cv = covariate (P = 0.95). Slice option of SAS: P < 0.05, °P <0.10 and °P < 0.15.



