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Hipomagnesemia subclinica em vacas leiteiras durante o periodo
de transicao: ocorréncias hormonais e metabdlicas*

Subclinic hypomagnesemia in dairy cows during transiton period:
hormonal and metabolic events
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Resumo

O objetivo, com este estudo, foi investigar as conseqiiéncias da hipomagnesemia subclinica sobre parametros metabdlicos de
vacas leiteiras. Amostras de sangue foram coletadas de 12 animais, a cada dois dias, entre os dias 22 pré e 22 pds-parto, para a
realizagao de analises sanguineas e determinagéo do perfil metabdlico. Os animais foram categorizados de acordo com os niveis
séricos de magnésio: Grupo Hipomagnesémicas (n=5), com niveis abaixo de 1,8 mg/dL em ao menos dois dias consecutivos,
e o Grupo Controle (n=7), com niveis acima de 1,8 mg/dL em todo o periodo. O grupo hipomagnesémicas apresentou niveis
de glucagon maiores nos dias 10, 18 e 20, e a taxa Glucagon/Insulina foi maior nos dias 6, 8, 10, 12 e 16 apds o parto. As
concentragdes de aspartato amino transferase foram maiores no grupo hipomagnesémicas nos dias 0, 6, 8, 10, 12 e 14 pds-parto.
Os resultados indicaram que niveis reduzidos de magnésio no periparto podem estar relacionados com niveis elevados de aspartato
amino transferase e de glucagon. Em geral, a hipomagnesemia subclinica n&o altera os niveis dos indicadores do metabolismo
energético, mas os resultados demonstraram que as vacas com hipomagnesemia apresentaram maior taxa de glucagon/insulina,
demonstrando um maior desafio para manter os niveis glicémicos.
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Abstract

The objetctive, with this study, was to investigate the consequences of subclinical hypomagnesemia on the metabolic parameters
of dairy cows. Blood samples were collected from 12 animals every two days, between -22 pre and 22 days postpartum, for
blood analysis and determining the metabolic profile. The animals were grouped according to magnesium blood concentrations:
Hypomagnesemia group (n=5), with blood levels below 1.8 mg/dL in at least two consecutive days, and Control group (n=7), with
blood levels above 1.8 mg/dL during the period. The hypomagnesemia group had higher levels of glucagon on days 10, 18 and
20 as well as glucagon/insulin ratio was higher on 6, 8, 10, 12 and 16 days after calving. The blood concentrations of aspartate
aminotransferase in the hypomagnesemia group were higher during days 0, 6, 8, 10, 12 and 14 after calving. The results indicate
that the low blood levels of magnesium during peripartum may be associated with elevated levels of aspartate amino transferase
and glucagon in the blood. In general, subclinical hypomagnesemia does not alter the levels of indicators of energy metabolism,
but the results show that cows with hypomagnesemia have a higher rate of glucagon/insulin, demonstrating a greater challenge
to maintain glucose blood concentration.

Keywords: magnesium, milk production, mineral metabolism, peripartum.

de glucagon, estabelecendo uma relacdo entre o Mg e estes
hormdnios metabdlicos (Madsen et al., 1976).

Introdugéao

O periodo do periparto em vacas leiteiras tem sido alvo de muitas
pesquisas, relacionando fatores enddcrinos e metabdlicos
com o equilibrio energético (Mulligan et al., 2006). Os minerais
estdo presentes em diversas reagdes metabolicas, atuando
principalmente como cofatores enzimaticos e participando da
liberacdo de hormoénios (Walz et al., 2007). A relagédo entre
magnésio (Mg) e secregéo de insulina ja foi demonstrada por
Matsunobu et al. (1990), quando ovelhas alimentadas com

A hipomagnesemia subclinica pode predispor a hipocalcemia
(Goff, 2008) e agravar o balanco energético negativo (BEN)
(Goff, 2004). Ja a hipomagnesemia clinica (incidéncia menor
que 2%) pode levar a morte pela dificuldade de diagnéstico
(Schneider et al., 2010). A suplementacédo de calcio (Ca) e
Mg apds o parto pode aumentar a ingestdo de matéria seca e
amenizar o BEN (Weglicki, 2012).

baixos niveis de Mg tiveram menor secregéo de insulina durante
o teste de tolerancia a glicose. Além disso, 0 aumento nos niveis
de Mg na urina foi observada em bezerros submetidos a infusao

Estudos em pacientes humanos diabéticos vém demonstrando
arelagdo Mg e secrecao de insulina, em que a suplementacéo
com Mg tem aumentado a sensibilidade a insulina (Mooren
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et al., 2011). Este fato fica evidente pela maior incidéncia de
calculos renais em pacientes com tal sindrome metabdlica, pois
aresisténcia a insulina aumentaria a excregéo renal de Ca e Mg
(Jawerbaum & White, 2010). No passado, esse fato era tratado
como uma consequéncia da hiperglicemia (McNair et al., 1978).
Todavia, alguns estudos tém proposto que a insulina regularia
o0 metabolismo do magnésio impedindo sua reabsor¢éo renal,
0 que em casos de hiperinsulinemia cronica poderia causar
hipomagnesemia (Barbagalo et al., 2003; Lee et al., 2006).

Existem poucos estudos sobre a interferéncia da hipomagnesemia
no BEN de vacas leiteiras. Sabe-se que os casos subclinicos sao
fatores de risco para a hipocalcemia (Goff, 2008; Bhanugopan
etal., 2010), e por isso esta diretamente ligada ao agravamento
do BEN (Goff, 2004).

Assim, sobre a hipétese que a hipomagnesemia agrave o
balango energético negativo, por influenciar a secregéo e a
agao da insulina, objetivou-se investigar as consequéncias da
hipomagnesemia subclinica sobre o perfil metabdlico e hormonal
de vacas leiteiras.

Materiais e métodos

O experimento foi realizado em uma fazenda leiteira, localizada
no sul do Rio Grande do Sul (31°48’13”S e 52°31'52”). Foram
utilizadas nove vacas leiteiras da raca Jersey e trés vacas
oriundas do cruzamento das racgas Jersey x Holandés. As vacas
estavam entre a terceira e quarta lactagéo, comidade entre 5e 7
anos de idade. As vacas foram admitidas no experimento no dia
28 pré-parto, sendo mantidas em pastejo continuo numa area de
oito hectares de Brachiaria Decumbens, com lotagéo de 2,4 UA
por hectare e sal aniénico ad libitum (BCA pré-parto, Tortuga®
Companhia Zootécnica Agraria - Sdo Paulo, SP, Brasil). Apos
o parto, as vacas foram mantidas em pastejo rotacionado em
Panicummaximum cv. Aruana. A cada 21 dias, eram realizados
cortes amostrais (A = 50 cm?; 17 repeticdes) na area de B.
Decumbens, para a avaliagdo do porcentual de matéria seca
e niveis de fibra bruta, proteina bruta, extrato etéreo e cinzas.

Entre os 22 dias do periparto (-22;+22), foram coletadas
amostras de sangue a cada dois dias para a avaliagdo dos
niveis de magnésio, calcio, foésforo, cloretos, glicose, insulina,
glucagon, acidos graxos nao esterificados (AGNE), aspartato
amino transferase (AST) e gama glutariltransferase (GGT). Os
resultados de magnésio foram utilizados para categorizar os
animais em: grupo controle (CTL), animais que mantiveram
0s niveis séricos de magnésio igual ou superior a 1,8 mg/dL,
e grupo hipomagnesémicas (HIP), animais que apresentaram
niveis de magnésio abaixo de 1,8 mg/dL em pelo menos duas
coletas, caracterizando hipomagnesemia subclinica (Schneider
et al., 2010). Amostras de urina foram coletadas para afericdo
do pH urinario utilizando pHmetro de bolso (PHTEK® pH100 -
Curitiba, PR, Brasil).

As amostras de sangue foram obtidas por pungédo da veia
coccigea, divididas em trés tubos: um contendo anticoagulante
(EDTA 10%) na proporgao de 12 yL/mL de sangue, o segundo
com EDTA 10% e antiglicolitico (KF 12%) e o terceiro sem
nenhuma solugdo. Imediatamente apds a coleta, as amostras
foram centrifugadas (1500 Xg por 15min) e divididas em trés
tubos e posteriormente congeladas a -18°C ou resfriadas a 4°C.
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Os niveis plasmaticos de calcio, magnésio, fésforo, cloretos,
glicose, AST e GGT foram analisados por ensaios colorimétricos
enzimaticos através de espectrofotdometro (FEMTO® 700 Plus,
Femto Ind. e Com. de Instrumentos Ltda., Sdo Paulo, Brasil).
Os reagentes foram manipulados de acordo com as instru¢des
do fabricante (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil).

As andlises de insulina (RI-13K®; Linco, St Louis, MO, USA) e
glucagon (cat. # GL-32K®, MILLIPORE, Zug, Switzerland) foram
determinadas por radioimunoensaio conforme metodologia
descrita por Milles et al. (1965). Para insulina, o limite minimo
de detecgdo foi de 0,23 pUl/mL, e coeficiente de variagao de
5,22% e 2,44%, para baixa e alta concentragdo de insulina,
respectivamente. O glucagon tinha limite de detecgéo de 5,62
pg/mL e coeficiente de variacdo de 2,85% e 3,16%, para baixa e
alta concentragao, respectivamente. Para as analises de acidos
graxos nao esterificados, utilizou-se o Kit HR Series NEFA-HR®
(Wako NEFA-HR®, Wako Chemicals USA, Richmond, EUA),
conforme metodologia descrita pelo fabricante. Os coeficientes de
variagao, tanto intra como interensaios, foram menores que 10%.

Os resultados foram analisados pelo método ANOVA, utilizando-
se 0 Mixed Models do Software SAS® (2003). As variaveis
categoricas foram o dia e grupo (CTL ou HIP), considerando o
animal como efeito randémico. Os metabdlitos analisados foram
considerados como variaveis respostas. No pos-parto utilizou-se
como covariavel a producao leiteira, constituindo dois grupos
durante o periodo experimental: menor ou maior que 13 litros/
dia, no sentido de obter grupos homogéneos. As diferengas
foram consideradas significativas quando o P<0,05.

Todos os procedimentos experimentais deste projeto foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
e pelo Conselho Coordenador do Ensino, da Pesquisa e de
Extensdo da UFPel (COCEPE: 5.05.01.038).

Resultados e discussoes

Neste estudo, o grupo HIP foi composto por cinco vacas que
apresentaram niveis séricos de magnésio < 1,8 mg/dL por mais
de duas coletas, ou seja, duas vacas permaneceram mais que
60% do periodo experimental com Mg < 1,8mg/dL, enquanto
as outras trés vacas permaneceram de 30 a 45% do periodo
experimental com niveis abaixo de 1,8 mg/dL (Tabela 1).

Tabela 1: Numero de episédios e percentual de tempo que
as vacas classificadas como hipomagnesémicas
permaneceram com niveis séricos de magnésio
abaixo de 1,8mg/dL

Vacas Episodios <1,8 mg/dL % do Tempo
Episodios Pré-  Episédios Pos- Experimental
parto parto

1 5 3 33,30%

4 5 4 37,50%

11 6 4 41,60%

3 9 6 62,50%

5 10 7 70,80%
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As concentragdes séricas de Mg no pré-parto foram maiores
(P=0,0025) no grupo CTL (2,12 + 0,04 mg/dL) do que no grupo
HIP (1,85 £ 0,04 mg/dL). O mesmo foi observado no pds-parto,
com valores médios de 2,00 + 0,05 mg/dL e 2,33 £ 0,05 mg/dL,
para o grupo HIP e CTL, respectivamente.

A prevaléncia da hipomagnesemia subclinica ndo tem sido
devidamente quantificada em rebanhos leiteiros, mesmo sendo
um importante fator de risco para hipocalcemia, geralmente
associado ao desenvolvimento de transtornos metabdlicos no
periparto (Goff, 2008),

Além dos niveis reduzidos de magnésio, as vacas HIP também
apresentaram concentragdes séricas de fésforo maiores (P =
0,0315) que o grupo CTL durante todo periodo, sendo 5,65+ 0,18
mg/dL e 5,13 + 0,15 mg/dL, respectivamente (Figura 2). O maior
nivel pré-parto de fosforo nas vacas HIP (P = 0,0315) poderia
justificar uma maior mobilizagdo deste mineral no tecido 6sseo
e manutengdo da fungdo do PTH, ja que os baixos niveis de
magnésio ndo influenciariam o aumento da absorgéo intestinal
ou a reabsorc¢éao renal de fésforo (Braithwaite, 1983).

Nas condigdes alimentares do
nosso estudo, 41% das vacas
foram diagnosticadas com
hipomagnesemia (<1,8mg dL).
Apesar disso, 0s mecanismos
de controle da calcemia
aparentemente nado foram
afetados, ja que as vacas do
grupo HIP mantiveram a calcemia
acima de 8,0 mg/dL (Goff, 2008) e,
mesmo apos o parto, nao diferiram
do grupo CTL. O consumo de
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—e—CTL

Flosforo mofdlL
e % S s SR SN o [ . xR I N '

sal anidnico pelos animais pode
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calcio. Além disso, segundo Goff
(2004), concentragbes séricas
de Mg abaixo de 1,6 mg/dL
prejudicam a transmiss&o do sinal
da ligagéo do paratorménio (PTH) ao seu receptor nos tecidos
alvo e, concentragbes entre 0,8 a 1,4 mg/dL podem deprimir a
secrec¢ao do PTH, comprometendo a sua agao.

Apesar do interesse, no estudo, em avaliar o impacto da
hipomagnesemia subclinica na manifestagédo da hipocalcemia,
o principal foco foi avaliar o impacto dos baixos niveis de
magnésio sobre o metabolismo energético. Por isso, considerou-
se o limite minimo de Mg como 1,8 mg/dL, o que segundo Goff
(2004), nao tornaria as vacas hipomagnesémicas susceptiveis
a hipocalcemia (<1,6mg/dL, Figura 1).

Figura 2: Concentragdes séricas de fosforo (mg/dL) durante o periodo de transigao de vacas leiteiras do grupo
controle (CTL) e do grupo hipomagnesémicas (HIP).

Embora nao tenha sido observado efeito da hipomagnesemia
no pH urinario, as vacas do grupo HIP poderiam ter um pH
sanguineo levemente reduzido, pela menor concentragéo de Mg.
Além do mais, a hipomagnesemia poderia estimular uma maior
secrecdo de PTH, com a manutengéo da calcemia o que também
poderia ser seguido deste discreto aumento da fosfatemia nas
vacas HIP em relacdo as CTL (Goff, 2008).

Possivelmente, uma soma de fatores pode ter evitado a
manifestagdo de quadros clinicos, devido a baixa qualidade da
pastagem, com menor disponibilidade

—— —g- HIP
35 CTL
3
=
=
g 25
(=}
'S
2
g 2
=
15
1
-22 -20 -18 -16 -14 -12 -10 -8 6 -4 -2 0 2 4 6 8
Dias relativos ao parto

10 12

de fésforo e potassio. Estes minerais
sdo abundantes em pastagens de boa
qualidade, que quando compdem a base
da dieta no pré-parto, sdo responsaveis
pela etiologia da hipocalcemia, pois
inibem a enzima 1 a-hidroxilase presente
no rim, que é responsavel pela sintese de
1,25 dihidroxivitamina D em resposta a
um estimulo gerado pelo PTH em seus
receptores no epitélio renal (Wilkens et
al, 2013).

As vacas hipocalcémicas tiveram niveis
reduzidos de magnésio (P<0,05),
tanto no periodo pré-parto quanto no
pés-parto, que somado a lactagéo
iniciada ap0s o parto, acredita-se terem

14 16 18 20 22

Figura 1: Concentracdes séricas de magnésio (mg/dL) durante o periodo de transigdo de vacas leiteiras

do grupo controle (CTL) e do grupo hipomagnesémicas (HIP).
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motivado a redugao da calcemia (Goff,
2006). Como o ion magnésio garante a



atividade completa do receptor de PTH, por atuar como co-fator
em um sitio de ligagao presente na adenilciclase e na fosfolipase
C, as vacas com niveis de magnésio plasmatico abaixo de 1,6
mg/dL podem apresentar maior suscetibilidade a hipocalcemia
(Goff, 2004).

Os desequilibrios macrominerais estao associados ao aumento
dos niveis de AGNE e a menor metabolizagdo de glicose
(Chaudhary et al., 2010). Em ruminantes as discussdes sobre a
causa destes achados estao geralmente vinculadas a diminuigéo
da motilidade gastrointestinal e, consequentemente, reducao
da ingestao de matéria seca (Weglicki,
2012). Como os grupos nao diferiram
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diferentes dependendo do autor: segundo Kaneko et al. (1997),
os niveis fisiolégicos para bovinos seriam entre 78 e 132 U/L.
Ja Stojevic et al. (2005), em uma pesquisa em vacas da raga
Holandés, saudaveis, estabeleceram 32,90 + 7,0 U/L durante
o periodo seco e 57,79 + 16,49 U/L durante a primeira semana
de lactagdo. De qualquer forma, os niveis médios para as vacas
hipocalcémicas nao ultrapassaram os limites fisioldgicos, mas
convergem para a hipétese de maior comprometimento da
fungéo hepatica devido a maior mobilizagéo de tecido adiposo
e acumulo hepatico de lipideos.

no pré-parto quanto as concentragdes

de acidos graxos ndo esterificados 80
(AGNE) e B-hidroxibutirato (BHBA),
sugere-se que a ingestdo de matéria 70

seca tenha sido semelhante sem
comprometer o balango energético.
Desta forma, estes marcadores
também poderiam indicar que a
hipomagnesemia subclinica nao afetou
de forma direta o balango energético no
pré-parto, apesar do magnésio atuar 30
em reagdes enzimaticas importantes
no metabolismo de carboidratos (Kim
et al., 2010; Schneider et al., 2010). 10

A produgéo leiteira dos animais deste
estudo néo foi diferente entre os

60
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grupos, sendo 13,03 £ 0,28 e 14,77 +
0,46 litros/dia para os grupos CTL e HIP,
respectivamente. A taxa de glucagon/
insulina apresentou uma tendéncia
de ser maior para as vacas HIP (P = 0,069). Apesar disso, as
demais variaveis relacionadas com o balango energético, como
AGNE, BHBA e glicose, ndo foram influenciadas pelas baixas
concentragdes de Mg.

As concentragdes séricas de glucagon no grupo HIP foram
maiores (P=0,04) nos dias 10, 18 e 20. Da mesma forma, a taxa
Glucagon/Insulina foi maior (P=0,04) para 0 mesmo grupo nos
dias 6, 8, 10, 12 e 16. Estes resultados demonstram que as vacas
HIP tiveram uma maior relagdo glucagon/insulina, apesar de
isoladamente as concentragbes de cada hormdnio nio diferirem
entre os grupos. Estes resultados corroboram com os de estudos
em ratos, em que foi demonstrado que a hipomagnesemia altera
a relagdo glucagon/insulina com a baixa ingestado alimentar, a
qual pode estar relacionada com a diminuigdo da secregéo de
insulina (McNeill et al., 1982). Nossos resultados apresentaram
maior relagéo glucagon/insulina nas vacas HIP, possivelmente
influenciada pela sua menor secregéo de insulina.

A baixa exigéncia nutricional durante o pré-parto poderia ser
um fator para menor intensidade do BEN, refletindo em baixos
niveis dos metabolitos energéticos AGNES, BHBA e colesterol e
dos marcadores da fungéo hepatica neste periodo, AST e GGT.
Entretanto, as concentragdes de AST foram maiores (P = 0,07)
nas vacas do grupo HIP (54,57 + 1,95), em relagdo ao grupo
CTL (45,77 + 1,80, Figura 3), durante os dias 0, 6, 8, 10, 12 e
14, mesmo estando dentro dos limites fisioldgicos para o periodo
(Gregory et al., 2004). Os niveis elevados de AST nos dias 6
e 8 pos-parto precedem ou coincidem com os dias de niveis
aumentados de AGNE e glucagon. Os valores de referéncia sdo

Figura 3: Concentragdes séricas de AST durante o periodo de transi¢édo de vacas leiteiras do grupo controle
(CTL) e do grupo hipomagnesémicas (HIP).

Além do mais, recentemente foi demonstrado que a hipomag-
nesemia em ratos aumenta as concentragdes de AST como
reflexo do dano na musculatura cardiaca (Walz et al., 2007).
Outra possivel causa poderia estar associada a fungao cardiaca,
devido a maior fragilidade das hemacias em consequéncia da
perda da funcéo antioxidante do magnésio (Russell & Roussel,
2007; Watanabe et al., 2011). As concentragbes de GGT nao
diferiram entre os grupos, mantendo-se dentro dos padrdes de
referéncia para espécie (13,21 + 12,72) (Gregory et al., 2004).

Apesar da hipocalcemia subclinica ter sido diagnosticada em
poucos dias, ja demonstrou influenciar o balango energético,
em virtude dos maiores niveis de glucagon e de AGNES, além
da maior relagdo glucagon/insulina, que foram observados
principalmente nos dias 6 e 8 pos-parto. Ja os niveis de
glicose ndo diferiram entre vacas normo e hipocalcémicas,
ficando dentro dos padrdes fisiolégicos 40 a 60 mg/dL (Goff,
2004), embora tenham sido menores no periodo pds-parto,
principalmente na primeira semana de lactagéo. Isso reforga a
hipétese de que a hipocalcemia € um agente desencadeador de
rotas catabdlicas pelas baixas concentragbes de calcio extra e
intracelular, prejudicando o aumento dos mediadores de glicose
e a taxa de oxidagao da glicose nos tecidos muscular e adiposo
(Draznin et al., 1987).

Em conclusao, neste estudo, a hipomagnesemia subclinica ndo
altera os niveis dos indicadores do metabolismo energético. Além
disso, vacas com hipomagnesemia apresentam maior relagéo
glucagon/insulina, o que demonstra maior desafio para manter
os niveis glicémicos.
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