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SUPLEMENTAGAO ORAL DE 1,25-DIHIDROXICOLECALCIFEROL
GLICOSIDEO SOBRE O METABOLISMO DE MINERAIS, SEROTONINA E
DOPAMINA EM BOVINOS

RESUMO

A 1,25(0H)2D3 glicosideo extrato de planta é o metabolito bioativo da vitamina D e tem
importante papel na regulacdo de minerais no sangue. Entretanto ndo estd bem entendido os
efeitos da suplementacdo oral em doses continuas sobre neurotransmissores serotonina e
dopamina e doses seguras. O estudo teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes doses de
1,25(0OH)2D3 glicosideo sobre o0 metabolismo de célcio, fosforo, magnésio, neurotransmissores
e seu efeito tdxico em novilhos. Seis novilhos da raca Holandés, idade entre 18 e 24 meses com
peso inicial médio de 472,5 + 61,5 kg foram utilizados em delineamento quadrado latino 3 x 3
replicado. Cada periodo teve duragéo de 28 dias, sendo 5 dias de administracdo de 1,25(0OH).D3
glicosideo e 23 dias para limpeza metabolica. A 1,25(0OH).D3 glicosideo foi administrada
individualmente em doses equivalentes a 0, 0,2 e 0,4 pug/kg de peso corporal (PC) incorporado
em suplemento proteico-mineral farelado. Os novilhos foram mantidos em area de pastagem
com Urochloa brizantha cv. Xaraés. Amostras de sangue foram coletadas antes da oferta dos
tratamentos (-120 h) e 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 e 168 horas apds o fornecimento da tltima dose
no 5° dia. Adicionalmente amostras de urina foram coletadas 6 e 12 horas ap6s ultimo
fornecimento dos tratamentos. O comportamento dos novilhos foi avaliado no 5° dia por 12
horas. O célcio e fosforo séricos aumentaram (P > 0,05) com a inclusdo de 1,25(OH).D3
glicosideo. Doses de 0,2 e 0,4 pg/kg apresentaram acréscimo (P < 0,001) de 8,4% e 12,7% de
calcio respectivamente, comparado ao grupo controle, picos na concentracao sérica encontrados
entre 24 e 48 h apds interrupcdo do tratamento. O fésforo apresentou aumento (P < 0,001) de
21,9% na dose de 0,2 pg/kg (PC) e 32,4% de 0,4 pg/kg (PC). Apos interrupcdo do tratamento
na dose de 0,4 pg/kg (PC) niveis séricos de calcio retornaram aos valores basais ap0os 4 dias e
de fosforo ap6s 7 dias. O magnésio sérico apresentou tendéncia de aumento (P = 0,051).
Fosfatase alcalina, serotonina, dopamina e hormonio da paratireoide ndo alteraram. O célcio na
urina teve tendéncia de aumento (P = 0,070). Os novilhos ndo apresentaram sinais clinicos de
intoxicacdo. Conclui-se que a suplementacao oral de 1,25(0OH).D3 glicosideo aumenta os niveis
séricos de célcio e fésforo nas doses de 0,2 e 0,4 pg/kg PC sem causar sinal clinico de
intoxicacdo. Entretanto, doses superiores a 0,2 pg/kg apresentaram efeitos persistentes na
elevacdo de calcio e fosforo sérico.

Palavras-Chave: célcio, fosforo, magnésio, Solanum glaucophyllum, vitamina D.



ORAL SUPPLEMENTATION OF 1,25-DIHYDROXYCHOLECALCIFEROL
GLYCOSIDE ON METABOLISM OF MINERALS, SEROTONIN AND DOPAMINE
IN CATTLE

ABSTRACT

The plant extract 1,25(OH)>D3 glycoside is the bioactive metabolite of vitamin D and plays an
important role in the regulation of blood minerals. However, the effects of continuous oral
supplementation on the neurotransmitters serotonin and dopamine and safe doses are not well
understood. The study aimed to evaluate the effect of different doses of 1,25(0OH).D3 glycoside
on the metabolism of calcium, phosphorus, magnesium, neurotransmitters and its toxic effect
in steers. Six Holstein steers, aged between 18 and 24 months with an average initial weight of
472.5 £ 61.5 kg were used in a replicated 3 x 3 Latin square design. Each period lasted 28 days,
with 5 days of 1,25(0OH).D3 glycoside administration and 23 days for metabolic cleansing.
1,25(0OH).D3 glycoside was administered individually at doses equivalent to 0, 0.2 and 0.4
pg/kg of body weight (BW) incorporated into a protein-mineral supplement in mash form.
Steers were kept in a pasture area with Urochloa brizantha cv. Xaraés. Blood samples were
collected before the supply of treatments (-120 h) and 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 and 168 hours
after the last dose on the 5th day. Additionally, urine samples were collected 6 and 12 hours
after the last treatment supply. Steer behavior was evaluated on the 5th day for 12 hours. Serum
calcium and phosphorus increased (P > 0.05) with the inclusion of 1,25(0OH).D3 glycoside.
Doses of 0.2 and 0.4 pg/kg showed an increase (P < 0.001) of 8.4% and 12.7% in calcium,
respectively, compared to the control group, with peaks in serum concentration found between
24 and 48 h after treatment interruption. Phosphorus increased (P < 0.001) by 21.9% at the dose
of 0.2 pug/kg (BW) and by 32.4% at 0.4 pg/kg (BW). After treatment interruption at the dose of
0.4 ug/kg (BW), serum calcium levels returned to baseline values after 4 days and phosphorus
levels after 7 days. Serum magnesium showed an increasing trend (P = 0.051). Alkaline
phosphatase, serotonin, dopamine and parathyroid hormone did not change. Urinary calcium
showed an increasing trend (P = 0.070). The steers did not show clinical signs of intoxication.
It was concluded that oral supplementation of 1,25(0OH).D3 glycoside increases serum levels
of calcium and phosphorus at doses of 0.2 and 0.4 pg/kg BW without causing clinical signs of
intoxication. However, doses higher than 0.2 pg/kg showed persistent effects on elevation of
serum calcium and phosphorus.

Key Words: calcium, phosphorus, magnesium, Solanum glaucophyllum, vitamin D.
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1 INTRODUCAO

As vitaminas sdo importantes catalisadores metabdlicos utilizados na dieta de animais
de producdo. Requeridas em pequenas quantidades sdo fundamentais para o crescimento e
reproducdo (MCDOWELL, 2000). Quando em déficit as vitaminas causam disturbios
caracteristicos de risco a vida, suas acOes sdo especificas de maneira que ndo podem ser
substituidas por outras substancias (ANDRIGUETTO et al., 1981).

A vitamina D é sintetizada na pele por reagdes quimicas quando expostas a luz solar,
e as principais fontes naturais sdo o colecalciferol (D3) em animais e ergocalciferol (D2)
predominantemente em plantas (MCDOWELL, 1992). A vitamina D2 ¢ a principal fonte de
suplementacdo para ruminantes, necessita passar por processo de ativacao para estar disponivel
(PEREIRA; SALEK, 2019). Apds absorcédo intestinal ocorrem duas conversfes metabdlicas
buscando ativa-la, a primeira no figado convertido em 25(OH)D3, a segunda nos rins produz
1,25(0OH).D3 a qual é forma ativa da vitamina D e tem como principal regulador o horménio
da paratireoide (PTH) (ARNOLD et al., 2015; BARRAL; BARROS; ARAUJO, 2007).

O PTH estimula o aumento de 1,25(OH)2D3 nos rins, que no intestino aumenta a
producdo de calbindina na absorcédo de calcio (MCDOWELL, 1992). A concentracdo de calcio
sérico aumentou com a suplementacdo oral de 1,25(0OH).D3 devido ao efeito na absor¢édo
intestinal (SWANEK et al., 1999). Embora tenha um efeito secundéario a 1,25(0OH)2D3 também
contribui como regulador de fdsforo intestinal em ruminantes (SCOTT; MCLEAN, 1981).
Além dos bovinos a suplementacdo oral com 1,25(0OH)2D3 glicosideo demonstra efeitos
positivos no aumento de célcio e fésforo (VENJAKOB et al., 2022) em aves (CHENG et al.,
2004; NUNES et al., 2020) e suinos (SCHLEGEL; GUGGISBERG; GUTZWILLER, 2017).

Neurotransmissores também sdo influenciados pela presenca de vitamina D, como a
serotonina na remodelacdo 6ssea (CHABBI-ACHENGLI et al. 2012) e regula o transporte de
calcio para células epiteliais (LAPORTA et al., 2014). Autores relataram tendéncia de aumento
da serotonina com uso de vitamina D em vacas no pés-parto (VIEIRA-NETO et al., 2017). Ja
a dopamina atua no sistema nervoso central onde o receptor da vitamina D (VDR) esta presente
em neurdnios dopaminérgicos (CUI et al., 2013; EYLES et al., 2005). A dopamina periférica é
relacionada ao estresse (MILLS et al., 2020), metabolismo energético (MIETLICKI-BAASE et
al., 2015) e regulacdo imunoldgica (BROOME et al., 2020). Suplementacéo de vitamina D
aumenta a expressdo de RNAmM para migracdo celular, reconhecimento de patdgenos,
sinalizacéo de citocinas e mecanismos antimicrobianos (VIEIRA-NETO et al., 2021).
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1,25(0OH)2D3 de origem vegetal € um extrato da planta Solanum glaucophyllum e
apresenta glicosideos ligados a vitamina que precisa ser hidrolisado pela enzima glicosidase
por bactérias do rumen e do intestino de ruminantes e estar disponivel ao organismo (MELLO,
2003; ZIMMERMAN et al., 2015). O excesso da ingestdo da planta pode levar a intoxicacfes
depositando minerais nos tecidos (MCDOWELL, 1992; COMBS; MCCLUNG, 2017).

A intoxicacdo por vitamina D ocorre quando os niveis elevados na circulagdo tém
capacidade de competir com ligacdo ao VDR, em casos de comprometimento na enzima renal
e inflamacGes cronicas (COMBS; MCCLUNG, 2017). Niveis cronicamente elevados de célcio
e fosforo resultam em calcinose (MELLO, 2003), atrofia da epiderme (GIMENO et al., 2000),
alteracOes da proliferacdo celular e apoptose do epitélio intestinal (ZANUZZI et al., 2012). A
intoxicacdo pode ocorrer de forma variavel dependente da dosagem e duracdo da ingestao por
se tratar de uma toxicidade cumulativa para bovinos (GIL; DALLORSO; HORST, 2007).

Sdo escassas as informacbes sobre efeitos da suplementacdo oral e continua de
1,25(0OH)2D3 glicosideo em bovinos sobre o metabolismo de minerais, neurotransmissores e
quais doses seguras. A hipotese é que a inclusdo de 1,25(0OH).D3 glicosideo melhora as funcdes
da vitamina D e aumenta os niveis séricos de minerais célcio, fosforo e magnésio em doses
seguras. O estudo teve como objetivo avaliar o efeito da inclusdo de diferentes doses de
1,25(0OH)2D3 glicosideo na dieta e comportamento de novilhos sobre o metabolismo de

minerais, neurotransmissores e seu potencial efeito toxico.
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2 REVISAO

2.1 Bovinocultura e seus desafios

O Brasil é destaque na producdo de alimentos tornando-se o principal exportador de
carne bovina do mundo, o segundo maior produtor de carne bovina e o sexto maior produtor de
leite, demonstra seu importante papel na eficiéncia e seguranca alimentar (FAO, 2022; ABIEC,
2023). O crescimento do rebanho bovino aumentou sua taxa de ocupacao para 1,32 cabegas por
hectare e houve reducdo da area em 5,7%, cerca de 154 milhdes de hectares (ABIEC, 2023). A
abertura do mercado externo tem crescido para o Brasil e torna maior a exigéncia dos
pecuaristas em buscar melhorias na gestao e producédo para produzirem carcacas cada vez mais
padronizadas. O abate em 2022 foi de 42,31 milhdes de cabegas, com sua maioria criados em
sistema extensivo a pasto, cerca de 18% terminados em confinamento (ABIEC, 2023).

A suplementacdo mineral é importante para aumentar a fertilidade, melhorar a
eficiéncia alimentar e combater doencas. Fatores que afetam as necessidades de suplementacéo
mineral, como a idade, peso, ra¢a, categoria e nivel de producdo de leite ou carne, o clima e
estacdo do ano. Correlacdes que existem entre as fracGes organicas e minerais presentes nos
ingredientes como o oxalato de calcio ou o fosforo ligado ao fitato dificultam elevar e manter
niveis de mineralizagdo adequado dos animais (MCDOWELL, 1996; PIRES, 2010).

Bovinos criados a pasto adquirem 0s minerais através da ingestdo de forragens que
extraem os elementos do solo. Os niveis de minerais presentes nas forrageiras dependem da
espécie da graminea, concentracdo do mineral, tipo de solo e das formas quimicas com que 0s
elementos estdo presentes nas pastagens (PIRES, 2010). Bovinos exclusivamente a pasto
possuem déficit tanto em macro quanto em micro minerais (BERCHIELLI; PIRES,
OLIVEIRA, 2011; PIRES, 2010).

A suplementacdo mineral pode ser realizada de forma indireta ou direta, a primeira se
da através da utilizacdo de fertilizantes, adubacéo e corre¢do do pH do solo o que estimulam o
desenvolvimento de espécies forrageiras e elevam a producdo de matéria seca, além de
aumentarem a quantidade de minerais nas forrageiras. Ja a forma direta torna-se mais eficiente,
fornecendo 0s minerais através de suplementos minerais ad libitum ou associado com
concentrados proteico, proteico-energético ou racdes totais, assegurando maior exatiddo na

quantidade a ser fornecida diariamente (PIRES, 2010). Importante salientar que além do
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fornecimento de minerais, é fundamental niveis adequados de proteina e energia para 0
desenvolvimento ideal dos bovinos (BERCHIELLI; PIRES, OLIVEIRA, 2011).

As vitaminas atuam em processos metabdlicos importantes para o crescimento dos
bovinos, requeridas em pequenas quantidades, tem funcdes especificas e vitais ao organismo
como cofatores de enzimas, metabolismo de minerais e no sistema imunoldgico
(MCDOWELL, 1996; WEISS, 1998). A vitamina D é essencial por suas a¢cdes no intestino,
rins, 0ssos e glandulas da paratireoide, atua na homeostase do calcio e desenvolvimento do
esqueleto, essencial para absorcdo de calcio da dieta (ANDRIGUETTO et al., 1981).

Receptores desse horménio podem ser encontrados em diversos tecidos (HOLICK,
2002). Porém, a principal funcdo da vitamina D é aumentar os niveis de calcio e fosforo
plasmaticos por supersaturacéo, estimulando a absorc¢éo intestinal, a mobilizacdo dos 0ssos e a
reabsorcédo renal (ANDRIGUETTO et al., 1981).

As vitaminas devem estar incluidas na dieta dos bovinos para suprirem a necessidade
diéria onde volumosos ndo atendem a demanda basal deste nutriente, especialmente volumosos
conservados, como silagem, feno e pré-secados que perdem qualidade com o tempo. Quando a
absorcdo de vitaminas € inadequada, sdo observadas falhas no crescimento, reducdo da
producdo de leite e fertilidade, aléem de aumento da prevaléncia de doencas infecciosas
(MCDOWELL, 1996; WEISS, 1998).

Segundo o NRC (2000), o requerimento é a quantidade de nutriente necessaria para o
animal estar saudavel, permitindo ganho de peso, producéo e reproducdo. Recomendacao € a
guantidade de um nutriente que ira atingir os requerimentos aos animais e incluir uma margem
de seguranca para as variagdes na ingestdo e producdo. A recomendacao deve considerar custos
e 0 seu potencial de toxicidade.

O requerimento de vitamina D para bovinos de corte é de 275 Ul/kg, sendo a Ul
estabelecida como 0,025 pg de colecalciferol ou seu equivalente (NRC, 2000). Ja o
requerimento para bovinos em crescimento é de 1163 Ul/kg, vacas em lactacdo 1021 Ul/kg, e
vacas secas a demanda de vitamina D é maior 1710 Ul/kg (NRC, 2021).

2.2 Metabolismo da vitamina D

Vitaminas sdo grupos de compostos orgénicos imprescindiveis para manutencdo do
organismo animal e sdo necessarias de maneira exégena. A falta de vitaminas causa distarbios
metabolicos. Sdo consideradas essenciais na dieta por serem responsaveis por indmeros

processos celulares e sdo obtidas pela ingestdo de alimentos (ANDRIGUETTO et al., 1981).
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Sua classificacdo é dividida pela solubilidade, as vitaminas sdo divididas em hidrossoliveis
(vitaminas do complexo B e C), e lipossoltveis (A, D, E e K) (MCDOWELL, 1992).

A vitamina D é encontrada na forma de ergocalciferol (D2) que esta presente em
plantas, e colecalciferol (D3) presente nos animais (MCDOWELL, 1992). Essencial para o
organismo por suas a¢fes no intestino, rins, 0ssos e glandula paratireoide, a vitamina D é
fundamental para homeostase do célcio, desenvolvimento do esqueleto, absorcéo na dieta de
calcio e fosforo, mobilizacéo de célcio dos 0ssos e imunidade (WEISS, 1998). A vitamina D é
encontrada em diversos tecidos, e sua principal funcédo é aumentar os niveis de calcio e fosforo
plasmaticos por supersaturacdo, absorcdo intestinal e renal, além de mobilizacdo Ossea
(ANDRIGUETTO et al., 1981). Assim como, efeitos imunomoduladores observados sobre a
populacdo de linfocitos, macréfagos e citotoxinas na resposta imunologica (WEISS, 1998).

Tanto a vitamina D2 quanto D3 originam-se por irradiacdo das provitaminas D que
séo esteroides. Isso ocorre a partir da exposic¢ao aos raios ultravioletas B, o 7-dehidrocolesterol
que esta presente na derme e epiderme € transformado em colecalciferol e tem funcéo bioldgica
e nutricional (CAMARA et al., 2021).

Apds absorcdo pela mucosa intestinal o colecalciferol entra na corrente sanguinea
ligados @ uma proteina de transporte, denominada proteina vitamina D (DBP-D) e sédo
transportados até o figado (BAYNES; DOMINICZAK, 2015). A primeira hidroxilacdo ocorre
na posicdo do carbono 25, catalisada pela 25-hidroxilase ap6s ser captada pelo figado. O
produto da reacdo é a principal forma circulante no plasma em condi¢Ges normais, tornando-se
uma importante forma de armazenamento da vitamina, 25-hidroxicolecalciferol (25-OHD3), ou
calcidiol (HORST; LITTLEDIKE, 1982). A 25(0OH)D3 associada DPB é transportada do figado
para as celulas renais no tdbulo contornado proximal (PEREIRA; SALEK, 2019). Nas
mitocondrias destas células acontece a segunda hidrolise e posteriormente hidroxilada liga-se a
sua proteina transportadora, transcalciferina, no carbono 1 da enzima mitocondrial 1 a-
hidroxilase, formando 1,25-dihidroxicolecalciferol (1,25(OH).D3) também chamado de
calcitriol, potente metabolito na forma ativa da vitamina D. Sua producdo ocorre quase
exclusivamente nos rins e a proteina mitocondrial CYP27B1 que converte a 25(0OH).D3 em
1,25(0OH).D3, que apresenta meia vida no organismo animal de 6 horas a 24 horas
(GONZALEZ; SILVA, 2019; SAPONARO; SABA; ZUCCHI, 2020).

A 1,25(0OH).D3 glicosideo atua com feedback sobre o PTH para promover a
homeostase do célcio e fosforo séricos, ocorre posteriormente a reducdo do paratorménio e a
elevacdo da producdo de fosfato (HORST, 1986). O PTH é o hormdnio responsavel pela
regulacdo dos niveis sericos de calcio e fosforo, e que provoca a liberagéo de fosfatos dos 0ssos
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e absorcdo nos tdbulos renais, sua acdo no metabolismo do calcio s6 ocorre na presencga da
vitamina D (HORST, 1986; WILKENS; MUSCHER-BANSE et al., 2020).

A acdo biologica da 1,25(0OH).D3 glicosideo é desencadeada juntamente com
receptores celulares especificos. O receptor da vitamina D (VDR) atua nas células ligando-se
ao receptor nuclear VDR, ap6s ligagdo ocorre interagdo com o elemento de resposta da vitamina
D (VDRE) no DNA levando a sintese de RNAm para enzimas e proteinas, entre elas a fosfatase
alcalina, osteoblastos, osteocalcina e calbindina (BARRAL; BARROS; ARAUJO, 2007).

Animais em crescimento que apresentam déficit de vitamina D podem apresentar
raquitismo, onde os mais afetados sédo animais em sistemas de producdo que precisam tem um
desempenho acelerado, no entanto os sinais clinicos sdo semelhantes apresentando
mineralizacdo 6ssea inadequada com deformac6es estruturais (HORST; LITTLEDIKE, 1982;
COMBS; MCCLUNG, 2017). Assim como, animais mais velhos que apresentam
desmineralizacdo dos 0ssos que caracteriza em osteoporose (COMBS; MCCLUNG, 2017).

SituacBes de comprometimento da 1-hidroxilagdo renal, limitando a funcéo fisioldgica
da vitamina D apresenta principalmente falhas na mineralizacdo 6ssea como a chamada
discondroplasia tibial. Tanto a incidéncia como a gravidade da doenca pode ser reduzidas pelo
tratamento com 1,25(0H)2D3 (CORBELLINI et al., 1992; COMBS; MCCLUNG, 2017).

Vacas leiteiras podem tornar-se hipocalcemias no inicio da lactacdo quando sdo
alimentadas com dietas ricas em calcio no pré-parto. A hipocalcemia puerperal, ocorre quando
0s niveis séricos de calcio diminuem para menos de 5,0 mg/dL no pds-parto, resulta da
incapacidade da vaca pés-parto suportar grandes perdas de calcio na lactacdo, absorvendo
calcio da dieta e mobilizando matriz 6ssea em taxas suficientes para manter o célcio plasmatico
em niveis normais (CORBELLINI et al., 1992). Pode ser prevenida com dietas anidnicas antes
do parto e o tratamento com 1,25(0OH).D3 também é eficaz (HORST; LITTLEDIKE, 1982;
NELSON et al., 2016; COMBS; MCCLUNG, 2017).

2.3 1,25-dihidroxicolecalciferol glicosideo

Plantas que possuem em sua composic¢ao a forma bioativa da vitamina D apresentam
um glicosideo associado a 1,25(OH).D3 como exemplo da Solanum glaucophyllum, nome
popular espichadeira. E estas plantas comecaram a ser observadas e avaliadas quando
ruminantes consumiam junto ao pasto e apresentavam sinais de intoxicacdo calcinogénica
guando ingeridas em excesso (ZIMMERMAN et al., 2015).
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As folhas da Solanum glaucophyllum séo conhecidas por sua toxicidade calcinogénica
em ruminantes e foi observado que continham 1,25(OH).D3 glicosideo e a liberagdo do
horménio livre clivados por bactérias ruminais provocaram resposta hipercalcémica
(ZIMMERMAN et al., 2015). Os efeitos de toxicidade desta vitamina estdo diretamente
correlacionados a picos de vitamina no nucleo das células, onde 1,25(0OH).D3 liga-se ao
receptor de vitamina D e desencadeia expressao genética exacerbada (MATHIS et al., 2014).

As plantas da familia Solanaceae possuem efeito calcinogénico por apresentarem o
metabolito biologicamente ativo da vitamina D3. Esses glicosideos sdo clivados e hidrolisados
pelas bactérias ruminais para que ocorra a liberacdo de 1,25(0OH).D3, por consequéncia pode
ocorrer hipercalcemia, hiperfostatemia e deposi¢do em tecidos moles (NAPOLI et al., 1977;
MELLO, 2003). A toxicidade calcinogénica das folhas especialmente para ruminantes é
atribuida ao hormoénio livre, estas modificacdes exigem a presenca de populacbes bacterianas
especificas com as glicosidases necessarias para liberar 1,25(0H).D3 (ZIMMERMAN et al.,
2015). A calcinose foi caracterizada por emagrecimento progressivo, dificuldades locomotoras,
calcificacao tecidual sistémica e pulmonar (MELLO, 2003).

A administracdo oral do metabdlito biologicamente ativo pode ser uma estratégia
eficiente para prevenir a hipocalcemia em bovinos, porém podem induzir um estado semelhante
ao de hipervitaminose D, que altera a proliferagdo celular e leva a apoptose de células intestinais
(ZANUZZI et al., 2012). A hipocalcemia reduz a fungéo dos neutréfilos em menor fagocitose
e explosdo oxidativa (MARTINEZ et al., 2012). O célcio atua na ativacdo de neutrofilos e
aumentos transitérios mediados por receptores citosolico que sdo necessarios para a ativacdo
de fagocitose (VIEIRA-NETO et al., 2017; POINDEXTER et al., 2023).

Quando a 1,25(0OH).D3 sintética € comparada com a extraida da Solanum
glaucophyllum, a de origem vegetal apresentou resultados com uma janela terapéutica de maior
amplitude e melhor tolerancia farmacolégica (BACHMAN et al., 2013). A absorcado lenta de
1,25(0OH).D3 glicosideo de origem vegetal em periodos mais longos, evita que niveis de
intoxicacOes sejam alcancados e pode ser utilizada com maior seguranga, em virtude da sua
liberacdo retardada que resulta em menor pico plasmatico e meia vida de maior duracéo,

representando menores riscos de efeitos adversos (MATHIS et al., 2014).

2.4 Metabolismo do calcio e do fosforo

O calcio € um elemento mineral fundamental para o animal e representa 1% a 2% do

peso corporal onde aproximadamente 99% esta presente nos 0ssos, dentes e fluidos corporais
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(WILKENS et al., 2012). As fungdes do célcio sdo a formacgdo do esqueleto, coagulagdo do
sangue, ritmo cardiaco e excitabilidade neuromuscular, permeabilizacdo da membrana celular,
secrecdo de hormdnios, equilibrio idnico de sodio e potassio, secrecdo de leite, ganho de peso
e eficiéncia alimentar (MARTIN, 1993). A concentracdo nos tecidos ocorre de forma variavel,
sendo encontrado na célula principalmente no reticulo sarcoplasméatico e mitocondrias
(GRUDTNER; WEINGRILL; FERNANDES, 1997).

O mecanismo de absorcdo do calcio ocorre em etapas distintas, intraluminal,
intracelular e plasmatica que sdo dependentes de substancias, como exemplo da vitamina D,
ATPase, fosfatase alcalina, proteina de ligacdo de célcio no enterdcito, calbindina, proteina de
ligacdo de célcio no plasma (MCDOWELL, 1992). O célcio é absorvido no intestino delgado
por mecanismos transcelulares que é um processo ativo e saturavel no duodeno e jejuno.
Constitui 0 meio mais importante de absorcdo de calcio em condi¢des de baixa ingestdo do
mineral. O mecanismo paracelular é um processo ndo saturavel que ocorre em todo o intestino
e € 0 meio mais importante de absor¢do de calcio. O metabdlito ativo 1,25(0OH).D3 glicosideo
estimula a absorcao entérica em ambos 0s mecanismos (COMBS; MCCLUNG, 2017).

A concentra¢do normal de calcio no plasma de ruminantes € de 8,8 a 10,4 mg/dL,
aproximadamente 40% do calcio do sangue esta ligado a proteinas plasmaticas, em que 80%
ligam-se a albumina e 20% a globulina. Os demais 60% incluem célcio ionizado e o calcio
complexado ao citrato, fosfato e sulfato (MCDOWELL, 1992; GRUDTNER; WEINGRILL;
FERNANDES, 1997). Trabalhos realizados por Swanek et al., (1999) demonstraram que 0
nivel de calcio no plasma bovino é controlado pela homeostase no qual o valor limita-se de 8 a
12 mg/dL. Quando as concentracdes de célcio na circulacdo estdo baixas, a vitamina D3
aumenta sua absorcéo intestinal e mobiliza o de célcio dos 0ssos, a a¢do da 1,25(0OH).D3 que
atua na reabsorcgdo de calcio renal, estimula a entrada de calcio nas células (GRUDTNER,;
WEINGRILL; FERNANDES, 1997).

O fbsforo é o segundo elemento mineral mais abundante no organismo animal e
aproximadamente 80% de fdosforo estdo presentes nos 0ssos e dentes e 20% redistribuidos nos
tecidos moles, células sanguineas, musculos e nervos. As funcdes do fosforo sdo a formagéo do
esqueleto, a manutencgéo da pressdo osmotica e o equilibrio acidobésico, a transmissao genética
e o controle do metabolismo celular, o ganho de peso e a eficiéncia alimentar (MARTIN, 1993).

O metabolismo e utilizacdo de célcio e fosforo sdo dependentes de fatores como o
fornecimento adequado na dieta, niveis de vitamina D séricos, atuacdo do horménio da
paratireoide e calcitonina, além de fatores individuais como idade do animal (MELLO, 2003).

No fornecimento da dieta o excesso ou deficiéncia de um destes elementos pode interferir na
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sua utilizacdo. A relacéo de calcio e fosforo séricos em niveis excessivos podem comprometer
a utilizacio de outros minerais como o magnésio (GONZALEZ, 2000).

Em dietas onde ha déficit de vitamina D, a absorcéo e utilizacdo de calcio sdo reduzidas
e entdo o calcio passa a ser absorvido por outro mecanismo chamado transporte ativo, em que
a vitamina D combina-se a proteina ligada ao célcio e atua na mobilizacéo de célcio dos 0ssos,
assim como a do fosforo levando a uma inibicdo da eliminacdo na urina (MARTIN, 1993;
GRUDTNER; WEINGRILL; FERNANDES, 1997).

A vitamina D atua também na absorcdo de fosforo no intestino, esta absorcao
tornando-se um processo secundario quando ocorre maior absorcdo de célcio. Trabalhos
demonstraram que a absorcdo de célcio e fésforo sdo processos que acontecem de maneira
independentes controlados pela vitamina D (MCDOWELL, 1992). Individuos saudaveis
absorvem fosfato da dieta de maneira eficiente (60-65%) com a maior parte da absorcéo ocorre
no duodeno e jejuno. O fosfato é absorvido por dois mecanismos: via paracelular ndo saturavel
e um processo saturavel dependente de energia e de sodio na superficie do intestino (COMBS;
MCCLUNG, 2017).

A disponibilidade alimentar de fésforo no organismo diminui com a idade. Os mais
velhos tém niveis de fosforo reduzidos, o déficit em longo prazo pode causar o crescimento
retardado, osteoporose, problemas reprodutivos de infertilidade e reducéo de producéao. O nivel
sérico de fosforo abaixo de 3,0 mg/dL leva a perda de apetite do animal e, pastos com reduzida
quantidade levam a hipofosfatemia (GONZALEZ, 2000).

2.5 Metabolismo do magnésio

O magnésio é o quarto cation mais abundante no organismo e 0 segundo mais
abundante no compartimento intracelular (WEISINGER; BELLORIN-FONT, 1998). Ele
desempenha funcgdes importantes no organismo incluindo sinalizagdo intracelular, cofator para
sintese de proteinas e DNA, fosforilacdo oxidativa, ténus cardiovascular, excitabilidade
neuromuscular e formagdo dssea (BLAINE; CHONCHOL; LEVI, 2015). A presenca de
manifestagdes clinicas e mortes decorrentes da reducdo deste mineral sdo um dos principais
problemas da industria do leite e carne em alguns paises (CORBELLINI et al., 1992).

Nas forragens a disponibilidade de magnésio é baixa (11 a 28%) e levemente superior
nos concentrados e graos (30-40%) (CORBELLINI et al., 1992). O magnésio encontrado no
esqueleto pode ser aproveitado pelo animal em momentos de desafio ou falta no organismo. No

entanto a mobilizacdo do magnésio dos 0ssos € lenta e depende do magnésio da alimentagédo
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para restabelecer as concentrages necessarias (GONZALEZ; CERONI, 2006; CORBELLINI
etal., 1992). Nos bovinos é absorvido através do transporte ativo no rimen a absorcéo depende
da concentragdo deste mineral em solugéo no fluido ruminal e funcionamento dos mecanismos
de transporte. O nivel normal de magnésio no sangue € de 1,8 a 3,0 mg/dL, quando niveis
plasmaticos sdo0 menores que 1,1 a hipomagnesemia é considerada grave (GONZALEZ;
CERONI, 2006; REINHARDT et al., 1988; CORBELLINI et al., 1992).

A absorcdo do magnésio é limitada e grande parte do mineral ingerido é eliminado nas
fezes, existe uma relacdo direta entre a quantidade absorvida e excretada pelo rim de forma que
0s niveis urinarios podem ser usados para indicar se a ingestao é adequada, sendo um indicador
de hipomagnesemia (LITTLEDIKE; GOFF, 1987). A concentracdo sérica de magnésio é
regulada por um equilibrio e interacdo entre o transporte intestinal e renal (BLAINE;
CHONCHOL; LEVI, 2015).

Hormonios como a vitamina D, paratireoide, calcitonina, glucagon e insulina,
aldosteona, horménio antidiurético, prostaglandina E2 e catecolaminas estimulam a reabsorcao
de magnésio no rim. A diminuicdo de fosfatos reduz ainda mais a reabsorcao de magnésio. No
entanto em condic¢des normais quase todo o magnésio é filtrado e reabsorvido nos tubulos renais
por varios processos de transporte (CORBELLINI et al., 1992).

Em condi¢6es normais 96% do magnésio filtrado é reabsorvido nos tabulos renais por
varios processos de transporte. A reserva 6ssea ndo esta diretamente envolvida com o controle
na corrente sanguinea, a mobilizacdo € lenta e ndo ocorre por controle enddcrino, sua absorcéao
intestinal é equilibrada em relacdo a excrecdo renal (REINHARDT; HORST; GOFF, 1988).
Em condic¢des de déficit temporario de magnésio o organismo depende da disponibilidade do
0ss0 para manter a concentracio sérica (FERRE; HOENDEROP; BINDELS, 2012).

2.6 Neurotransmissores serotonina e dopamina

A serotonina, 5-hidroxitriptamina (5-HT) atua como um neurotransmissor através de
receptores de membrana no sistema nervoso central (SNC) e no sistema nervoso periférico
(SNP). Ela também atua em tecidos ndo neuronais, circulagdo sanguinea, sistema
gastrointestinal, sistema enddcrino, sensoriais e cardiovasculares (HANNON; HOYER, 2008)
. A sintese de 5-HT é mediada pela enzima triptofano hidroxilase-1 (TPH1), a qual converte L-
triptofano em 5-hidroxi-triptofano (5-HTP). Apos esta etapa a I-aminoédcido descarboxilase
converte 5-HTP em 5-HT que exerce suas fun¢des sinalizando diferentes subtipos de receptores
(5-HTR) no organismo (HANNON; HOYER, 2008).
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A 5-HT apresenta uma grande variedade de a¢Ges. Em virtude de multiplos subtipos
de 5-HTR presentes nos neurdnios, musculatura lisa e células neuroenddcrina, entre eles sdo
sete tipos de receptores ja identificados denominados 5-HT1 a 5-HT7. Receptores 5-HTs, 5-HTs
e 5-HT7 estéo presentes no cérebro, e 5-HTy, 5SHT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT7, séo os receptores
conhecidos por atuar na fungdo motora do intestino (SIKANDER; RANA; PRASAD, 2009).

A serotonina tem importante papel no intestino pois € responsavel pela reducao dos
potenciais pds-sinapticos excitatorios, contracdo ou relaxamento intestinal. Ela estimula os
neurdnios colinérgicos que atuam na contracdo do masculo liso intestinal, e através da ativacao
de neurdnios inibitdrios nitrérgicos atua estimulando o relaxamento do musculo liso. Além de
ser uma molécula sinalizadora que participa da transducdo sensorial da mucosa intestinal
nascélulas enterocromafins liberam 5-HT onde inicia o reflexo peristaltico (SIKANDER,;
RANA; PRASAD, 2009).

A serotonina também atua na regulacdo dos niveis de célcio durante a lactacdo através
da inducdo mamaria da proteina relacionada ao horménio da paratiredide (PTHrP) e atua
diretamente na remodelacdo Ossea para apoiar a homeostase do calcio. A 5-HT nédo neural
participa ativamente no transporte de calcio nas células epiteliais mamarias e é necessaria para
a expressdo dos principais transportadores de calcio na circulagdo, o que mantém a estrutura
alveolar e apoia a proliferacdo das células mamarias durante a lactacdo (LAPORTA et al.,
2014). A serotonina pode aumentar a diferencia¢do dos osteoclastos através de vias autocrina e
paracrina, em virtude do seu papel na remodelacdo 6ssea (CHABBI-ACHENGLI et al., 2012).

A dopamina é um neurotransmissor do sistema nervoso central e tecidos periféricos,
envolvido em importantes fun¢des do organismo, como cognitivo, movimento, comportamento
e recompensa (FELDMAN; LEE; CASTLEBERRY, 1987). Ela atua como mediador chave na
resposta imunoldgica, produzido e liberado pelas proprias células do sistema imunolédgico
(PINOLI etal., 2017). Enquanto a suplementacdo de vitamina D aumenta a expressao de mRNA
de genes envolvidos na funcdo das células imunoldgicas, incluindo genes relacionados a
patogenos (VIEIRA-NETO et al., 2021).

A dopamina periférica pode ser mais facilmente quantificada na circulagdo sanguinea
e relacionada a transtornos depressivos e alimentacdo excessiva. Na periferia esta ligada a
regulacdo homeostatica da pressdo arterial, respiragdo, motilidade intestinal, producdo de
insulina, também correlacionada ao eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA) e resposta ao
estresse, associada ao sistema nervoso simpatico com maior estresse ligado a niveis elevados
de dopamina na circulagio (RUBI; MAECHLER, 2010).
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Estudos sugerem que a dopamina atua como sensor caldrico central, que interfere na
ingestdo de acordo com a densidade caldrica de uma refeicdo (ARAUJO et al., 2012). A
dopamina é um mediador critico da capacidade demonstrada pelos animais ao ingerir alimentos
caléricos e desenvolverem preferéncias alimentares. A estimulacdo direta do trato
gastrointestinal com nutrientes é suficiente para estimular a liberacdo de dopamina no cérebro
(ARAUJO et al., 2012). Além disso, a dopamina desempenha importante papel no metabolismo
energético, e ingestao alimentar (MIETLICKI-BAASE et al., 2015).

A dopamina € sintetizada a partir de um precursor I-dihidroxipenilalanina (I-DOPA)
que pode ser convertido em norepinefrina e epinefrina (PINOLI et al., 2017). Ela exerce suas
funcdes com interacdo a receptores dopaminérgicos, que sao classificados em dois grupos,
receptores semelhantes ao D1 e receptores semelhantes ao D2 (ANDERSEN et al., 1990). Os
receptores D1 estdo localizados em vasos sanguineos e tabulos renais, quando estimulados
podem levar a hipotensdo e aumento no fluxo sanguineo para o cérebro, rins, vasos
mesentéricos, corondria, diurese e natriurese (LECLAIRE; BERNDT; KNOX, 1998). Enquanto
os receptores de dopamina D1 podem aumentar os niveis de calcio intracelular, enquanto tipo
D2 podem ter efeitos opostos (MISSALE et al., 1998).

A definicdo dos grupos de receptores esta baseada na ligagdo com os mecanismos de
transducéo, pertencentes ao grupo D1 que estimulam a enzima adenilato ciclase e aumentam o
nivel intracelular de AMP ciclico, enquanto os do grupo D2 inibem essa enzima e diminuem o
AMP ciclico intracelular (BEAULIEU; GAINETDINOQV, 2011).

2.7 Hormonio da paratireoide

A paratireoide secreta 0 hormonio da paratireoide (PTH) que possui efeito sobre a
elevacdo da calcemia. A liberacdo de PTH leva a desmineralizagdo ¢ssea elevando os niveis de
fosfato sérico (MCDOWELL,1992). O paratormdnio age também sobre os rins reduzindo a
eliminacdo de fdésforo e estimula a producdo de vitamina D ativa pela ativacdo da 1-a-
hidroxilase renal para produzir 1,25(0OH).D3 (CORBELLINI et al., 1992). A secre¢do de
paratormdnio é sensivel as concentracdes de calcio ou modifica¢bes na relacdo Ca:P quando
estas estdo diminuidas (MCDOWELL,1992).

Fatores fisiologicos, farmacoldgicos e patoldgicos influenciam a absorcéo renal de
calcio. O regulador mais importante € o PTH que € um polipeptideo secretado em resposta a
uma reducgéo na concentracao plasmatica de célcio, portanto seu principal papel fisioldgico é
regular a homeostase de célcio. O PTH atua aumentando a concentragdo plasmatica de trés
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maneiras: estimulando a reabsor¢do Ossea, aumentando a absorcdo intestinal de célcio e
fosfatos promovendo a formacéo de 1,25(OH)2D3 no rim, e por ultimo aumentando a absorgdo
renal ativa do calcio. Esses efeitos sdo revertidos por alteracdes leves na concentracao serica de
calcio que diminuem a secrecdo de PTH (BLAINE; CHONCHOL; LEVI, 2015).

A secrecdo do hormonio da paratireoide é regulada em nivel transcricional e pos-
transcricional, dependendo da concentragdo de calcio extracelular onde a transcri¢cdo do gene
PTH é aumentada pela hipocalcemia, glicocorticoides e estrogeno. Ja a hipercalcemia também
pode aumentar a degradacdo intracelular do PTH, a liberagdo de PTH é aumentada pela
hipocalcemia, agonistas adrenérgicos, dopamina e prostaglandinas E2 (GOODMAN;
QUARLES, 2008). Estas alteracGes no célcio sérico sdo detectadas pelo receptor sensor de
calcio (CaSR) que esta localizado na membrana celular das células da paratireoide, este receptor
permite que variaces na concentracdo plasmatica sejam detectadas pela glandula e ocorra a
secrecdo desejada de PTH (GOODMAN; QUARLES, 2008).

Na hipocalcemia o PTH aumenta a atividade da enzima 1-a-hidroxilase nas células
tubulares proximais do néfron que aumenta a sintese de 1,25(0OH).D3. Além disso, 0o PTH e a
1,25(0OH).D3 estimulam a reabsorcéo de célcio no tabulo contorcido distal. A vitamina D ativa
aumenta a absorcdo do célcio dietético pelo trato gastrointestinal onde todos esses mecanismos
auxiliam no retorno do célcio sérico (BLAINE; CHONCHOL; LEVI, 2015). Entretanto, tem
sido relatado que em 20 a 30% das vacas que sofrem por hipocalcemia ocorre um atraso da
elevacdo do PTH e 1,25(0OH)2D3. Essas vacas ndo tém resposta positiva ao tratamento e quando
caem, ndo levantam, ou tornam a cair horas apés o parto (REINHARDT; HORST; GOFF, 1988)
. Estudos indicam que a resposta dos rins e do tecido 6sseo ao PTH estd diminuida nos animais
que tem hipocalcemia e que a resposta tissular se modifica em fungdo da composicéo da dieta,
em razdo da quantidade de céations fixos, sodio e potassio, que produzem uma leve alcalose
metabolica (GOFF; HORST, 1997).

A reabsorcdo 6ssea a qual também é dependente da acdo do PTH é reduzida nos
animais com dietas catiénicas. E entende-se que um estado de alcalose metabolica por ingestéo
de sédio ou potassio, diminui 0 nimero de receptores celulares de membrana para o PTH que
dificulta seu funcionamento. Segundo Corbellini et al. (1992) a adi¢do de &nions na dieta de
pré-parto restituiu a capacidade dos tecidos renais a responder ao paratorménio e previne

hipocalcemia grave.
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3 SUPLEMENTACAO ORAL DE 1,25-DIHIDROXICOLECALCIFEROL
GLICOSIDEO SOBRE O METABOLISMO DE MINERAIS,
SEROTONINA E DOPAMINA EM BOVINOS

RESUMO

A 1,25(0OH)2D3 glicosideo € um extrato de planta que tém demonstrado importante atividade
na regulacéo de calcio e fésforo em ruminantes. Entretanto ndo ha estudos que avaliem o efeito
da suplementacéo oral continua em doses moderada/alta sobre o efeito de intoxicacdo. O estudo
teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes doses de 1,25(0OH).D3 glicosideo sobre o
metabolismo de célcio, fésforo, magnésio, serotonina, dopamina e potencial efeito toxico. Seis
novilhos da raca Holandés idade entre 18 a 24 meses peso inicial médio de 472,5 + 61,5 kg
foram utilizados em delineamento quadrado latino 3 x 3 replicado. Cada periodo teve duragéo
de 28 dias sendo 5 dias de administracdo de 1,25(0OH).D3 glicosideo e 23 dias para limpeza
metabdlica. Nas doses 0, 0,2 e 0,4 ug/kg PC misturado com suplemento proteico-mineral
farelado, e mantidos em area de pastagem com Urochloa brizantha cv. Xaraés. Amostras de
sangue foram coletadas antes da administracdo dos tratamentos (-120 h) e 0, 3, 6, 12, 24, 48,
72, 96, 168 horas (h) ap6s o fornecimento da ultima dose no 5° dia. Amostras de urina foram
coletadas 6 e 12 h apds ultima dose. O comportamento foi avaliado no 5° dia por 12 h. Célcio
e fosforo séricos aumentaram (P < 0,05) com a inclusdo de 1,25(0OH)2D3 glicosideo. O célcio
sérico apresentou pico entre 24 e 48 h apds a ultima dose e teve acréscimo (P < 0,001) de 8,4%
e 12,7% comparado ao grupo controle nas doses 0,2 e 0,4 ug/kg PC respectivamente, e retornou
aos valores basais apds 4 dias na dose mais alta. O fosforo sérico aumentou (P<0,001) 21,9% e
32,4% comparado ao grupo controle nas doses de 0,2 e 0,4 pg/kg PC respectivamente, e
mantiveram-se elevados por mais de 7 dias. O magnésio sérico apresentou tendéncia de
aumento (P = 0,051). Os dados apresentaram resposta significativa de tempo para célcio,
fosforo e magnésio (P > 0,05). Fosfatase alcalina, serotonina, dopamina e PTH ndo alteraram.
Na urina houve tendéncia de aumento de célcio (P = 0,070) e relacdo Ca/creatinina (P = 0,080).
Os novilhos ndo apresentaram (P > 0,05) alteracdo comportamental e sinais clinicos de
intoxicacdo. Conclui-se que a suplementacdo de forma oral de 1,25(OH).D3 glicosideo
aumenta os niveis séricos de calcio e fosforo nas doses de 0,2 e 0,4 pg/kg PC sem sinais clinicos
de intoxicacdo, doses acima de 0,2 pg/kg PC causam efeitos persistentes na elevacao de célcio
e fosforo apos interrupgdo do fornecimento.

PALAVRAS-CHAVE: célcio, fosforo, magnésio, hipocalcemia, vitamina d.
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ORAL SUPPLEMENTATION OF 1,25-DIHYDROXYCHOLECALCIFEROL
GLYCOSIDE ON METABOLISM OF MINERALS, SEROTONIN AND DOPAMINE
IN CATTLEABSTRACT

1,25(0OH).D3 glycoside is a plant extract that has demonstrated important activity in the
regulation of calcium and phosphorus in ruminants. However, there are no studies evaluating
the effect of continuous oral supplementation at moderate/high doses on the intoxication effect.
The study aimed to evaluate the effect of different doses of 1,25(0OH).D3 glycoside on the
metabolism of calcium, phosphorus, magnesium, serotonin, dopamine and potential toxic
effect. Six Holstein steers aged between 18 and 24 months with an average initial weight of
472.5 £ 61.5 kg were used in a replicated 3 x 3 Latin square design. Each period lasted 28 days,
with 5 days of administration of 1,25(0OH)2D3 glycoside and 23 days for metabolic cleansing.
At doses of 0, 0.2 and 0.4 pg/kg BW mixed with protein-mineral supplement in bran, and kept
in a pasture area with Urochloa brizantha cv. Xaraés. Blood samples were collected before
treatment administration (-120 h) and 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 168 hours (h) after the last dose
on the 5th day. Urine samples were collected 6 and 12 h after the last dose. Behavior was
evaluated on the 5th day for 12 h. Serum calcium and phosphorus increased (P < 0.05) with the
inclusion of 1,25(0OH).D3 glycoside. Serum calcium peaked between 24 and 48 h after the last
dose and increased (P < 0.001) by 8.4% and 12.7% compared to the control group at doses of
0.2 and 0.4 pg/kg BW, respectively, and returned to baseline values after 4 days at the highest
dose. Serum phosphorus increased (P < 0.001) by 21.9% and 32.4% compared to the control
group at doses of 0.2 and 0.4 pg/kg BW, respectively, and remained elevated for more than 7
days. Serum magnesium showed a trend toward increase (P = 0.051). The data showed a
significant time response for calcium, phosphorus, and magnesium (P > 0.05). Alkaline
phosphatase, serotonin, dopamine, and PTH did not change. In urine, there was a tendency for
increased calcium (P = 0.070) and Ca/creatinine ratio (P = 0.080). The steers did not show (P >
0.05) behavioral changes or clinical signs of intoxication. It is concluded that oral
supplementation of 1,25(OH)2D3 glycoside increases serum levels of calcium and phosphorus
at doses of 0.2 and 0.4 pg/kg BW without clinical signs of intoxication, doses above 0.2 pg/kg
BW cause persistent effects on elevated calcium and phosphorus after interruption of supply.

KEYWORDS: calcium, phosphorus, magnesium, hypocalcemia, vitamin d.
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3.1 Introducéo

A 1,25(0H)2D3 glicosideo é o metabdlito bioativo da vitamina D e atua na homeostase
do célcio elevando este mineral no sangue, além de estimular a absorcéo de calcio da dieta e
realizar a reabsorcéo dele nos rins e 0ssos (WILKENS; MUSCHER-BANSE, 2020; VIEIRA-
NETO et al., 2017). A suplementacdo com vitamina D para bovinos tem demonstrado melhora
no crescimento animal (NELSON et al., 2016), no equilibrio de célcio e fésforo no pos-parto
prevenindo a hipocalcemia (VENJAKOB et al., 2022), na producéo de leite (POINDEXTER et
al., 2023), na imunidade (NELSON et al., 2016; POINDEXTER et al., 2023) e maciez da carne
(PEDREIRA et al., 2003).

Entre as fungdes da 1,25(0OH)2D3 glicosideo sdo correlacionados neurotransmissores
serotonina e dopamina, no qual a suplementacdo com 1,25(0OH).D3 tende a aumentar a
serotonina em vacas leiteiras (VIEIRA-NETO et al.,, 2017), ttm importante papel na
remodelagdo do tecido dsseo para osteoclastogénese (CHABBI-ACHENGLI et al., 2012) e
regula o transporte de calcio para células da glandula mamaria durante a lactacdo (LAPORTA
et al., 2013) além de estimular a producéo de proteinas do horménio da paratireoide na ativacdo
dos osteoclastos mobilizando o célcio dos 0ssos (LAPORTA et al., 2014).

A dopamina ndo-periférica atua no sistema nervoso central e na ingestéo de alimentos,
enquanto a dopamina periférica é ligada ao estresse (MILLS et al., 2020), metabolismo
energético (MIETLICKI-BAASE et al.,, 2015) e resposta imunolégica (BROOME et al.,
2020). Apos ativacdo pela 1,25(0OH)2D3, o receptor da vitamina D (VDR) atua como fator de
transcricdo no desenvolvimento de neurdnios dopaminérgicos (CUI et al., 2013).

A planta Solanum glaucophyllum apresenta 1,25(OH).D3 associado a um glicosideo
que precisa ser hidrolisado no ramen ou intestino para absorcdo e fica por mais tempo
disponivel no organismo (ZIMMERMAN et al., 2015). Estudos demonstraram efeito benéfico
da inclusdo de 1,25(0OH)2D3 glicosideo no aumento de minerais séricos e prevencdo de
hipocalcemia em bovinos (WILKENS; MUSCHER-BANSE, 2020; VIEIRA-NETO et al.,
2017). Entretanto a suplementacgdo oral e o tempo de ingestéo de 1,25(0OH)2D3 glicosideo ndo
estdo bem elucidados. Sua aplicacdo injetavel ou através de bolus ruminal ndo trazem de
maneira evidente o potencial de intoxicagdo (VIEIRA-NETO et al., 2021; MEYER-
BINZEGGER et al., 2022).

Com isso, além da 1,25(0OH)2Ds glicosideo elevar mineiras circulantes ndo estdo claras
quais sdo as doses seguras para melhorar o desempenho dos bovinos (ISHII et al., 2015).

Quando ha niveis cronicamente elevados de calcio na circulagdo resultam na calcinose,



35

deposicdo nos tecidos moles, coragdo, rim, sistema vascular e respiratério (MELLO, 2003;
COMBS; MCCLUNG, 2017). A intoxicacdo ocorre de forma variavel dependente da dose e
tempo de ingestdo por se tratar de maneira cumulativa em bovinos (GIL; DALLORSO;
HORST, 2007).

Sdo escassas as informagfes sobre efeitos da suplementacdo oral e continua de
1,25(0OH).D3 glicosideo em bovinos sobre o metabolismo de minerais, neurotransmissores e
quais doses seguras. A hipotese € que a inclusao de 1,25(0OH).D3 glicosideo melhora as funcdes
da vitamina D e aumenta os niveis séricos de minerais calcio e fosforo em doses seguras. O
estudo teve como objetivo avaliar o efeito da inclusdo de diferentes doses de 1,25(0OH).D3
glicosideo na dieta e comportamento de novilhos sobre o metabolismo de minerais,

neurotransmissores e potencial efeito toxico.

3.2 Material e Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais de Produgio (CEUAP)
da Universidade Estadual do Oeste do Parana, protocolo 029/22.

3.2.1 Local, animais e delineamento experimental

O experimento foi conduzido entre os meses de janeiro a maio de 2023 na Estacéo
Experimental Professor Dr. Alcebiades Luiz Orlando, pertencentes a Unioeste campus
Marechal Candido Rondon, localizada no municipio de Entre Rios do Oeste, Parana. Latitude
24° 42°14” S, 54° 14’ 32” W, altitude aproximada de 260 metros, clima subtropical umido de
acordo com classificacdo de Koppen-Geiger: cfa, qual a temperatura média nos meses mais
quentes é superior a 22°C e dos meses frios inferior a 18°C (ALVARES et al., 2014).

Foram utilizados 6 novilhos da raca Holandés com idade entre 18 e 24 meses, peso
corporal inicial médio de 452 + 61,5 kg em delineamento quadrado latino 3 x 3 replicado. Em
trés periodos de experimento onde cada periodo teve duracdo de 28 dias, com 5 dias
consecutivos de fornecimento dos tratamentos e 23 dias para limpeza metabdlica.

Os tratamentos foram doses de 0, 0,2 e 0,4 pg/kg de peso corporal (PC) de vitamina
1,25(0OH).D3 glicosideo em fornecimento continuo. A fonte 1,25(0OH)2D3 glicosideo foi
proveniente de extrato seco em po de folhas de Solanum glaucophyllum (Panbonis®, Herbonis
Animal Health GmbH, Rheitrasse, Augst, Switzerland) contendo 1,25(OH).D3 glicosideo na
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concentracdo de 10 PPM. As doses foram escolhidas com base em testes prévios com diferentes
doses de 1,25(0OH).D3 glicosideo e duracdo de administracdo (até 5 dias consecutivos) para
definicdo de doses maximas potencialmente seguras sem causar sinal clinico de intoxicagédo
(dados ndo publicados). Apos os testes foram aguardados trinta dias até inicio do experimento
para limpeza metabdlica. O aditivo foi misturado com um suplemento mineral-energético
(Tabela 1). O suplemento mineral foi fornecido individualmente na quantidade equivalente de
1,2 g/ kg de PC sem ocorréncia de sobras as 07:00 horas. A agua foi disponibilizada ad libitum
durante todo o experimento.

Os novilhos foram mantidos em uma mesma area de oito hectares de pastagem com
graminea de Urochloa brizantha cv. Xaraés. Para realizar a coleta de amostras, 0os novilhos
foram conduzidos por um corredor central até o curral antiestresse. O controle de endo e

ectoparasitas foi realizado antes de iniciar o experimento.

3.2.2 Amostragem

Amostras de sangue foram coletadas na veia jugular, antes de iniciar o fornecimento
dos tratamentos no 1° dia (-120 h) as 07:00 h, e apds os cinco dias de fornecimento de
1,25(0OH)2D3 glicosideo. Foram coletadas amostras de sangue imediatamente antes do Gltimo
fornecimento no 5° dia (O h) e 3 h, 6 h, 12 h, 24 h,48 h, 72 h, 96 h e 168 h ap6s a ultima dose.
Todos os novilhos foram movidos para o curral de manejo para coleta de amostras e
posteriormente retornavam para a pastagem. As amostras de sangue foram coletadas com
auxilio de um tubo de 10 mL com vacuo e ativador de codgulo. Os tubos com as amostras foram
mantidos a temperatura ambiente protegidos da luz por 30 minutos para coagulacdo e
centrifugados a 1500 x g por 20 minutos, acondicionados a temperatura de 4 °C até a analise de
minerais séricos (em até 24 horas).

Amostras de sangue para analises de serotonina, dopamina, PTH, e fosfatase alcalina
foram coletadas no periodo de 12 horas apo6s fornecimento da Ultima dose. Para serotonina,
PTH e fosfatase alcalina, foram utilizados tubos de 10 mL com ativador de coagulo. Apo6s 0s
tubos serem mantidos a temperatura ambiente protegidos da luz por 30 minutos realizou-se a
centrifugagéo a 1500 x g por 20 minutos. O soro foi congelado em microtubos de 1,5 mL a -80
°C. Para dopamina foram utilizados tubos de fundo cénico com volume de 13 mL de sangue
com 20 uL de HCI (6M), 400 uL de EDTA.Naz (0,1M), e 80 uL de Na2S.02 (0,5M), conforme
Valente et. al., (2023), homogeneizados e centrifugados por 30 minutos a 1500 x g, separando

0 plasma para um novo tubo e acondicionados a -80 °C.
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Foram utilizados funis coletores de urina acoplados ao abdémen no quinto dia de cada
periodo e amostras (50 mL) foram coletados por miccdo esponténea as 6 e 12 horas apos
fornecimento da ultima dose de 1,25(0OH).D3 glicosideo. O pH da urina foi ajustado (2,5) com
acido cloridrico (6M) e mantidos a 4°C até analise (em até 24 horas). As quantidades adicionais
de HCI adicionadas para ajuste do pH foram registradas para célculo da diluicdo da urina.
Anélises de creatinina na urina foram realizadas em amostras sem ajuste de pH acondicionadas
a 4 °C até analise (24 horas).

Foram coletadas amostras qualitativas da pastagem em cada periodo do experimento,
totalizando trés amostras por meio da simulagdo manual de pastejo. As amostras foram pesadas,
homogeneizadas e retirada uma fracdo para fazer amostra composta dos trés periodos,

corresponde a 1.3 UA/ha.

3.2.3 Anélises laboratoriais

Célcio, fosforo, magnésio, fosfatase alcalina e creatinina foram analisados em triplicata
e demais analises foram realizadas em duplicatas.

O caélcio no soro e na urina foi analisado pelo método colorimétrico cresolftaleina
complexona utilizando kit comercial (Interkit, Belo Horizonte, MG, Brasil). O fésforo no soro
e na urina foi analisado pelo método colorimétrico-Fosfomolibdato utilizando kit comercial
(Gold Analisa, Belo Horizonte, MG, Brasil). O magnésio sérico foi analisado em kit comercial
(Gold Analisa, Belo Horizonte, MG, Brasil) pelo método colorimétrico do sulfonato magon. A
fosfatase alcalina foi analisada pelo método cinético-colorimétrico utilizando kit comercial
(Gold Analisa, Belo Horizonte, MG, Brasil). Analise da creatinina na urina foi realizada pelo
método picrato alcalino com kit comercial (Gold Analisa, Belo Horizonte, MG, Brasil). O
paratorménio foi analisado por método de quimioluminescéncia em laboratério comercial
(Bionostic, Cascavel, PR, Brasil). A serotonina foi analisada em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) conforme Valente et al. (2021) e dopamina analisada em HPLC conforme
Valente et al. (2023).

As amostras de forragem e ingredientes do suplemento foram homogeneizadas secas
em estufa de ventilacdo forcada de ar a 55°C por 72 horas e trituradas em moinho tipo Willey
com peneiras de 1 mm (DETMANN et al., 2012). As amostras de forragem foram avaliadas em
duplicatas quanto aos valores de matéria seca (MS) método INCT-CA G-003/1, matéria mineral
(MM), método INCT-CA M-001/1 (DETMANN et al., 2012), proteina bruta (PB) e fibra em
detergente neutro (FDN) método de analise bromatologica fisico e quimico (RODRIGUES,
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2010). Andlise do suplemento foi realizado por espectroscopia por infravermelho préximo
(NIR) método ntimero 11 (SINDIRACOES, 2017).

Tabela 1. Composicdo percentual bromatologica e quimica do suplemento e do pasto.

Ingredientes Composigéo (% MS)
Milho 66,15

Farelo de soja 13,23

Ureia 3,96
Mistura mineral® 16,66
Composicédo quimica (% MS) Pasto? Suplemento
Matéria seca 37,37 86,76
Matéria mineral 8,55 10,23

Fibra em detergente neutro 68,68 11,29
Proteina bruta 4,55 24,05

Suplementacdo: 1,2 g/kg de peso corporal.

1Ca—210g/kg, P — 40g/kg, Na — 140g/kg, Mg — 5000mg/kg, S — 10 g/kg, Cu — 818mg/kg, | — 41mg/kg, Mn —
818mg/kg, Se — 16mg/kg, Co — 36mg/kg, Zn — 2455mg/kg, F — 400mg/kg.

2Amostra da simulagdo manual de pastejo.

3.2.4 Comportamento e peso corporal

A avaliagBes comportamentais e sintomaticas dos novilhos foram realizadas no quinto
dia de cada periodo iniciando ap6s a administracdo dos tratamentos e monitorados por 12 horas
continuas, das 7:00 as 19:00 horas, por método de observacdes visuais a cada 10 minutos.
Foram avaliados o tempo pastejando, ingerindo &gua, 6cio em pé, 6cio deitado, ruminando em
pé e ruminando deitado. Os novilhos foram monitorados durante todo o experimento para
avaliar a ocorréncia de qualquer comportamento anormal que poderia indicar sinais clinicos de
intoxicacé&o.

Os novilhos foram pesados sem jejum no primeiro dia de cada periodo entre 06:30 h e
07:30 h com balanca digital (Toledo® MGR 4000, S&o Bernardo do Campo, SP, Brasil).

3.2.5 Andlise estatistica
Os dados foram analisados em delineamento quadrado latino 3 x 3 replicado usando o

procedimento MIXED do SAS (OnDemand for Academics, 2023; SAS Inst. Inc. Cary, NC)

utilizado o seguinte modelo:
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Yijkl = U + Ai + P] + Dk + LSl+ ei]'k]

Onde, Yij« sdo as variaveis dependentes, | € a média geral, Ai é o efeito do animal, P;
é o efeito do periodo, D« é o efeito do nivel de 1,25(0OH).D3 glicosideo, LS é o efeito do
Quadrado Latino e ejjxi é 0 erro aleatdrio.

Os minerais no soro foram analisados como medidas repetidas no tempo para amostras
coletadas até 24 h apds a administracdo da Ultima dose. A concentracdo sérica dos minerais
antes da administracdo dos tratamentos foi utilizada como covariavel. O modelo incluiu os
efeitos fixos do tratamento, hora da amostragem, sua interacdo e o efeito aleatério do animal e
do periodo. Vérias estruturas de covariancia de erros foram ajustadas, a melhor estrutura para
cada variavel foi selecionada com base no menor critério de informacdo Bayesiano (BIC).

Utilizado o seguinte modelo:

Yijklm = |J+Al+ P]+Dk+ T1+DXTk1+LSm+ ei]-klm

Onde, Yijum S80 as variaveis dependentes, i € a média geral, Ai é o efeito do animal,
P; é o efeito do periodo, Dk é o efeito do nivel de 1,25(0OH)2D3 glicosideos, T € o efeito do
tempo de amostragem, DxTw € a interacdo entre tratamento e tempo, LSm é o efeito do
Quadrado Latino e ejjuim € 0 erro aleatorio.

Os niveis circulantes de minerais foram comparados pelo teste T de Fisher dentro de
cada tempo de amostragem para avaliacdo da duracdo dos efeitos da 1,25(0OH).D3 glicosideo
ap6s a interrupcdo do fornecimento. Diferencas foram consideradas estatisticamente
significantes quando P < 0,05 e tendéncia quando 0,05< P<0,10.

3.3 Resultados

N&o houve interagdo (P > 0,05) entre tratamento x tempo para nenhuma variavel
(Tabela 2). As concentracdes sericas de calcio e fosforo aumentaram (P < 0,05) com a incluséo
de 1,25(0OH)2D3 glicosideo na dieta.

Apesar da dose de 0,4 pg/kg terem elevado a concentragéo de calcio sérico em relagéo
a de 0,2 pg/kg (P < 0,05), a concentracdo de fosforo sérico foi semelhante (P > 0,05) entre as
doses 0,2 e 0,4 pg/kg de 1,25(0OH).D3 glicosideo.
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Tabela 2. Concentracgdo diaria de minerais no soro e urina de novilhos em funcéo de doses de
1,25(0OH).D3 glicosideo aplicados continuamente (n = 6)

Item 1,25(0H),D3 (ug /kg PC) EPM P-valor?
TRT x
0 0,2 0,4 TRT Tempo Tempo
Ca serico, mg/dL 8,87c 9,61b 9,99a 0,13 <0,001 0,034 0,902
P sérico, mg/dL 7,21b 8,78a 954a 0,54 0,001 0,002 0,717
Mg sérico, mg/dL 1,89 1,87 1,94 0,02 0,051 0,042 0,169
Ca urina, mg/dL 15,27 17,21 18,24 1,60 0,070 0,320 0,310
Ca/creat urina, mg/mg* 0,62 0,71 1,01 0,25 0,080 0,430 0,360
P urina, mg/dL 5,33 5,73 719 150 0,370 0,280 0,290

P/creat urina, mg/mg 2 0,26 0,25 0551 027 0,180 0,220 0,270

Calcio urinario/creatinina urinaria (mg/mg)

2Fosforo urinario/creatinina urinaria (mg/mg)

ATRT ¢ o efeito do tratamento. O tempo é o efeito do tempo de amostragem e TRT x Tempo € a interacdo entre
TRT e TEMPO.

A concentracdo média do calcio sérico teve um incremento (P < 0,001) de 8,4% e
12,7% quando comparado ao grupo controle (8,87 mg/dL) nas doses 0,2 e 0,4 pg/kg (9,61
mg/dL e 9,99 mg/dL), respectivamente (Tabela 2).

A mesma concentracdo do fosforo sérico (P > 0,05) entre as doses 0,2 e 0,4 pg/kg,
apresentaram um acréscimo (P < 0,05) em comparagdo ao controle (7,21 mg/dL) de 21,9% e
32,4% para as doses 0,2 e 0,4 pg/kg (8,78 mg/dL e 9,54 mg/dL), respectivamente (Tabela 2).

O magnésio sérico apresentou tendéncia de amento (P = 0,05) entre os tratamentos.

Os resultados para variareis de tempo (Tabela 2) também demonstraram aumento
significativo para o célcio (P = 0,034), fésforo (P = 0,002) e magnésio (P = 0,042).

Foi observado na urina tendéncia de aumento do célcio (P = 0,070), e da relagdo
Cal/creatinina (P = 0,080) com a suplementacdo oral de 1,25(OH).D3 glicosideo. As
concentracOes de fosforo e relacdo P/creatinina na urina ndo diferiram (P > 0,05) entre os
tratamentos (Tabela 2).

Apbs o inicio do tratamento continuo (-120 h) o calcio sérico demonstrou um aumento
que persistiu mesmo apds a da interrupcdo do tratamento (Figura 1), com maiores respostas
entre 24 e 48 h apds dltimo fornecimento de 1,25(0OH)2D3 glicosideo. A concentracédo sérica de
calcio retornou aos niveis basais entre 72 e 96 h apds interrup¢do dos tratamentos nas doses de

0,2 e 0,4 ng/kg, respectivamente.
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Figura 1. Célcio sérico ao longo do tempo em relagdo a ultima dosagem em novilhos recebendo
diferentes doses de 1,25(OH).D3 glicosideo (0, 0,2 e 0,4 ug/kg PC) continuamente por 5 dias
(-120 h é valor basal e 0 h corresponde a Gltima dosagem). As letras a e b indicam diferencas
(P < 0,05) das doses 0,4 e 0,2 em comparagdo com dose 0, respectivamente (n = 6).

O fosforo sérico ndo apresentou um pico evidente (Figura 2). Seu maior nivel de
concentracdo sérica foi entre 24 e 48h. Entretanto apresentou resposta de persisténcia e se
manteve elevado apds 168 h do ultimo fornecimento para ambas as doses de 1,25(0OH).D3
glicosideo.
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Figura 2. Fosforo sérico ao longo do tempo em relacdo a Ultima dosagem em novilhos
recebendo diferentes doses de 1,25(0OH)2D3 glicosideo (0, 0,2 e 0,4 pg/kg PC) continuamente
por 5 dias (-120 h é valor basal e 0 h corresponde a Gltima dosagem). As letras a e b indicam
diferencas (P < 0,05) das doses 0,4 e 0,2 em comparacéo a 0, respectivamente (n = 6).
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Figura 3. Magnésio sérico ao longo do tempo em relacdo a Ultima dosagem em novilhos
recebendo diferentes doses de 1,25(0OH).D3 glicosideo (0, 0,2 e 0,4 pg/kg PC) continuamente
por 5 dias (-120 h € valor basal e 0 h corresponde a tltima dosagem). As letras a e b indicam
diferencas (P < 0,05) das doses 0,4 e 0,2 em comparacdo a 0, respectivamente (n = 6).

As doses de 1,25(0OH)2D3 glicosideo ndo alteraram as concentracdes séricas de
fosfatase alcalina (P = 0,298) (Figura 4), hormonio da paratireoide (P = 0,183) (Figura 5), e
neurotransmissores serotonina (P = 0,428) nem de dopamina (P = 0,846) (Figuras 6 e 7).
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Figura 4. Fosfatase alcalina de novilhos apds 5 dias recebendo diferentes doses de 1,25(0H).D3
glicosideo, 12 horas ap0s a ultima dosagem (n = 6).
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Figura 5. Paratorménio sérico de novilhos ap6s 5 dias recebendo diferentes doses de
1,25(0H).D3 glicosideo, 12 horas apoés a Gltima dosagem (n = 6).
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Figura 6. Serotonina sérica (5-HT) de novilhos ap6s 5 dias recebendo 1,25(0H).D3
glicosideo, 12 horas apés Gltima dosagem (n = 6).
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Figura 7. Dopamina sérica de novilhos apds 5 dias recebendo 1,25(0OH)2D3 glicosideo, 12
horas apos a Ultima dosagem (n = 6).

Né&o foi observada diferencas nos comportamentos dos novilhos pastejando, ingerindo
agua, em ocio deitado, em 6cio em pé, ruminando deitado e ruminando em pé entre 0s
tratamentos (P > 0,05) (Tabela 3). Também ndo foram observados durante o estudo sinais
clinicos evidentes de intoxicacdo pela ingestdio em nenhuma das doses de 1,25(0OH).D3

glicosideo.

Tabela 3. Comportamento alimentar de novilhos ap6s 5 dias recebendo 1,25(0OH)2D3 glicosideo
(n=6)

Item? 1,25(0H),D3 glicosideo (ug/kg PC) EMP P-Valor
0 0,2 0,4
Pastejando 220,0 228,0 238,0 35,0 0,649
Ingestdo de agua 43,3 46,7 46,7 79,0 0,905
Ocio deitado 365,0 360,0 360,0 43,0 0,976
Ocio em pé 43,3 31,7 26,7 14,3 0,407
Ruminando deitado 41,7 36,7 23,3 7,0 0,126
Ruminando em pé 6,7 16,7 25,0 6,7 0,171

lcomportamento (minutos) avaliado por 12 horas durante o dia apés ultima dose de 1,25(0OH),D3 glicosideo.

3.4 Discussao

A persisténcia nos niveis séricos dos minerais é dependente da dose utilizada de
1,25(0OH).D3 glicosideo. Isso evidencia a capacidade desta forma suplementar de vitamina em
contornar controles metabdlicos e aumentar consideravelmente o célcio e fdésforo sérico

(WILKENS et al., 2012). Em situa¢bes de normocalcemia em bovinos esta entre 8,3 e 10,4



45

mg/dL (GOFF, 2014). Foi demonstrado que o aumento sérico de célcio com a inclusdo de
1,25(0OH)2D3 glicosideo chegou a niveis méximos considerados fisioldgicos. Varios
mecanismos fisioldgicos evitam que a concentracdo de célcio no sangue fique excessivamente
elevado garantindo assim a manutencdo da homeostase (TOKA et al., 2012). A 1,25(0OH).D3
aumenta o célcio no sangue estimulando a absorcéo na dieta, reabsorcdo de célcio nos rins e
nos 0ssos (WILKENS et al., 2012; WILKENS; MUSCHER-BANSE, 2020; VIEIRA-NETO et
al., 2017).

O uso da 1,25(0OH).D3 glicosideo tem apresentado aumento nos niveis séricos de
calcio em bovinos com hipocalcemia (BACHMANN et al., 2017; ISHII et al., 2015; HORST
et al., 2003). Bachmann et al. (2013) avaliaram suplementacao oral de 1,25(OH).D3 glicosideo
de planta Solanum glaucophyllum em ratos de elevada persisténcia nos niveis de calcio em
doses continuas sem atingir uma hipercalcemia. Houve rapido aumento nos niveis séricos de
1,25(0OH)2D3 em 12 horas (BACHMANN et al., 2013; ZIMMERMAN et al., 2015).

Ja com a utilizacdo de Bolus ruminal de liberacdo lenta, a concentracao sérica de célcio
aumentou com valores maximos observados em 48 horas, o que difere dos resultados
encontrados no estudo com suplementacdo oral continua de 1,25(0OH).D3 glicosideo
observados em 24 horas (MEYER-BINZEGGER et al., 2022).

Bachmann et al., (2013) avaliaram a farmacocinética e concentragdes séricas de
1,25(0OH)2D3 glicosideo a meia vida foi de 29 horas para doses baixas e 32 horas em doses
altas, indicando absorcdo e eliminacdo mais tardia de 1,25(0OH).D3 extraida de Solanum
glaucophyllum. A 1,25(0OH).D3 sintética apresenta meia vida de 4 a 6 horas, isso indica que 0s
niveis persistentes de célcio e fosforo sérico no estudo estdo associados a um glicosideo
(SAPONARO; SABA; ZUCCHI, 2020; GONZALEZ; CERONI, 2019).

Vieira-Neto et al. (2017) relataram que em vacas que receberam uma injecdo
subcutanea de 1,25(0OH)2D3 apresentaram aumento nos niveis séricos de calcio em 24 horas
apo6s administracdo, os niveis permaneceram elevados por trés dias, pressupondo que poderia
originar-se de um aumento da absorc¢éo intestinal de célcio, independente do PTH, mas mediado
pelo aumento do nivel sérico de 1,25(0OH).D3. No presente estudo os niveis de calcio sérico
também aumentaram em 24 horas e se mantiveram elevados por até 4 dias devido ao efeito de
doses altas (GONZALEZ; SILVA, 2019).

Estudos demonstraram que a 1,25(0OH).D3 glicosideo de origem Solanum
glaucophyllum teve caracteristicas de absorcao e eliminagdo mais lenta comparada a sintética.
Sua efetividade de absorcéo esta relacionada a quebra enzimética do glicosideo pelas bactérias
do ramen e intestino (BACHMANN et al., 2013; ZIMMERMAN et al., 2015) podendo ter
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contribuido para a persisténcia observada da elevacdo sérica de calcio por até 4 dias apos a
interrupcéo do tratamento. A 1,25(0OH).D3 aumenta o transporte transcelular de célcio através
do epitélio intestinal pela regulacdo positiva do receptor transitorio vanil-loide tipo 6 (TRPV6),
calbindina, e Ca2+ATPases que facilitam o transporte apical, difusdo citosdlica, e extrusdo de
calcio atraves do epitélio (HOENDEROP; NILUS; BINDELS, 2005).

O aumento na demanda de calcio eleva as concentracdes séricas de 1,25(0OH).D3 e
induz absorcdo de célcio através do transportador calbindina (HORST et al., 2003). A
1,25(0OH).D3 glicosideo é um potente estimulador da osteoclastogénese e a administragédo de
altas doses pode exercer um efeito de reabsorcdo dssea, além de acdo oxidativa na resposta
imune (OZKAN; HATUN; BEREKET, 2012; VIEIRA-NETO et al., 2017).

A vitamina D é um potente horménio fosfotropico (HORST et al., 2003; VIEIRA-
NETO et al., 2017). Os resultados de fosforo apresentaram aumento significativo e houve
interacdo com relacdo ao tratamento e tempo de avaliacdo. Manteve-se elevado por um periodo
maior que 7 dias. Bachmann et al. (2017) relataram niveis séricos elevados por até 9 dias apos
interrupcao de tratamento com bolus de liberacdo lenta. Os valores médios de fosforo sérico
antes do fornecimento de 1,25(OH).D3 glicosideo estavam dentro de uma faixa normal para
bovinos de 4,2 a 7,7 mg/dL (GOFF, 2008), doses moderadas/altas elevaram consideravelmente
0 aumento e persisténcia dos niveis séricos. Outros autores encontraram aumento do fésforo
sérico com administracdo 1,25(0OH).D3 glicosideo em bovinos (MARKS et al., 2006; VIEIRA-
NETO et al., 2021; WILKENS; MUSCHER-BANSE, 2020; ISHII et al., 2015; MEYER-
BINZEGGER et al., 2022).

O controle metabdlico de fésforo sérico € menos rigoroso comparado ao do célcio. E
tém sido observados efeitos persistentes sobre o efeito de 1,25(OH).D3 glicosideo na
concentracdo sérica de fosforo em bovinos (BACHMANN et al., 2017; ISHII et al., 2015). O
mecanismo pelo qual o fosforo sérico é aumentado apds administracdo de 1,25(0OH).D3
glicosideo permanece ndo completamente elucidado, porém a influéncia de reabsorcéo renal de
fosfatos contribui (ISHII et al., 2015). Como relatado no estudo a persisténcia na elevacao de
fosforo sérico por mais de 7 dias (VIEIRA-NETO et al., 2021).

Concentrages de fosforo na circulagdo sdo mantidas pela vitamina D e regulada pelo
fator de crescimento fibroblastos-23 da absorcéo intestinal, reabsorcdo 0ssea, excrecédo fecal e
urinaria (GRUNBERG, 2014). Grande parte da absorcao de fosforo ocorre no intestino delgado.
A 1,25(0H),D3 estimula a absor¢ao intestinal atraves da regulacdo positiva do co-transportador
Pi, dependente de sddio (WILKENS; MUSCHER-BANSE, 2020).
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Uma associacdo positiva entre valores séricos de célcio e fosforo também foi relatada
em vacas com e sem hipocalcemia clinica (VENJAKOB; BORCHARDT; HEUWIESER,
2017). A suplementagdo de 1,25(0OH)2D3 glicosideo no pré-parto aumentou as concentracfes
de fosforo sérico e teve efeito positivo com dieta anidnica (RODNEY et al., 2018). Tanto a dose
quanto o momento do tratamento com 1,25(OH).D3 glicosideo sdo importantes para a
prevencédo da hipocalcemia (HORST et al., 2003; BACHMANN et al., 2017). Outro estudo de
bovinos com diferentes doses de 1,25(0OH)2D3 glicosideo por 14 dias, resultou em aumento de
calcio e fosforo sérico paralelo a dose (ISHII et al., 2015). Altas concentracdes de fosforo no
plasma em niveis superiores inibem a acdo da 1,25(OH).D3 renal, diminuindo a reabsorcao de
calcio, limitando o aumento da concentracédo sérica de célcio (GOFF, 2014).

O calcio e fosforo na urina apresentaram baixa relacdo com minerais séricos,
evidenciando baixo potencial de uso da urina como indicador desses minerais no sangue. Com
0 aumento de calcio e fésforo séricos, a concentragdo de urina apresentou tendéncia de aumento
para o célcio, sem resposta para o fosforo, provavelmente devido a reabsorcédo renal (MEYER-
BINZEGGER et al., 2022). Outros estudos encontraram aumento dos niveis de minerais na
urina, consequentemente aumento da excrecdo e a relagdo calcio:creatinina (RODNEY et al.,
2018; POINDEXTER et al., 2023).

O magnésio serico apresentou tendéncia de aumento de acordo com os tratamentos.
Estudos anteriores relataram reducdo do magnésio sérico apOs suplementacdo com
1,25(0OH).D3 glicosideo associado a niveis de célcio elevados de maneira excessiva (MEYER-
BINZEGGER et al., 2022; RODNEY et al., 2018; ISHII et al., 2015). Bachmann et al. (2017)
ndo observaram efeito de aumento sérico de magnésio apds suplementagdo com 1,25(0OH).D3
glicosideo. Absorcdo de magnésio da dieta ocorre no rimen por processos de transporte
transcelular ativo e € influenciada pelo potassio (MARTENS et al., 2018). Embora mecanismos
especificos de controle de magnésio pela vitamina D ndo estejam estabelecidos, foi relatado
que a vitamina D interfere na absor¢cdo de magnésio em ruminantes e formas ativas da vitamina
alteram as concentracdes de magnesio sérico (YANO et al., 1984; POINDEXTER et al., 2023).

A hipomagnesemia aumenta a susceptibilidade de apresentar hipocalcemia,
dificultando a mobilizacéo de célcio do 0sso e menor liberacdo de PTH (CORBELLINI et al.,
1992). A acdo do PTH reduz a excrecdo renal de magnésio e contribui para 0 aumento dos
niveis séricos de magnésio. Como n&o foi relatada interferéncia do niveis de PTH séricos o
magnésio pode ter sido excretado em maior quantidade (TSIAMADIS et al., 2016). O aumento
de célcio combinado a reducgdo de PTH, eleva perda urinaria de magnésio que reduz magnésio
sérico (VIEIRA-NETO et al., 2017; MARTIN-TERESO; MARTENS, 2014). A relacéo entre
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0 magnésio e a 1,25(0OH).D3 é fundamental para o metabolismo do calcio e 0 magnésio é
essencial para a ativagdo da vitamina D (LITTLEDIKE et al., 1983).

No presente estudo ndo houve efeito significativo na avaliacdo de fosfatase alcalina,
ja outros autores encontraram niveis baixos da enzima no sangue (OZKAN; HATUN;
BEREKET, 2012). Em casos de severa desmineralizacdo 6ssea a atividade da fosfatase alcalina
pode aumentar (GONZALEZ; SILVA, 2019). A ligacdo de 1,25(0H).D3 ao receptor da
vitamina D (VDR) aumenta a transcricao de genes de fosfatase alcalina (BARRAL; BARROS;
ARAUJO, 2007). A 1,25(0H).D3 glicosideo atua sobre os receptores dos osteoblastos,
aumentando a producdo da fosfatase alcalina, embora atuem juntos, niveis aumentados de
1,25(0OH).D3 também inibem a sintese e liberacdo de PTH e interage com os osteoblastos para
aumentar a expressdo de fosfatase alcalina (HOLICK, 2002). A maior atividade da fosfatase
alcalina ocorre no desenvolvimento 6sseo, é atribuido ao fato de que a vitamina D estimula sua
producdo sinergicamente com o PTH na ativacdo e maturacdo das células osteoclasticas
(PREMAOR; FURLANETTO, 2006).

Os resultados do estudo sobre o PTH néo sofreram alteracdo com as doses utilizadas
de 1,25(0OH),D3 glicosideo. Outros autores relataram que vacas tratadas com 1,25(0H).D3
apresentaram concentragdes reduzidas de PTH (MARTIN-TERESO; MARTENS, 2014).
Niveis séricos de 1,25(0OH).D3 sdo rigidamente controlados por efeitos coordenados de PTH
(WILKENS et al., 2012). Outro estudo com tratamento injetavel de 1,25(0OH)2D3 reduziu as
concentragdes de PTH no plasma (VIEIRA-NETO et al., 2017). A medida que os bovinos
desenvolvem hipocalcemia, a glandula da paratireoide aumenta a secre¢do de PTH, que ativa a
reabsorcao renal e 6ssea, e aumenta a producao renal de 1,25(0OH)2D3 (WILKENS et al., 2012;
VIEIRA-NETO et al., 2017).

Foi demonstrado que o PTH estimula a remodelacdo Ossea através do receptor da
vitamina D (VDR) que atua nos osteoblastos, que controlam a sintese e secrecao de proteinas
especificas como osteocalcina, osteopontina, coldgeno e fosfatase alcalina, os efeitos da
vitamina D s&o similares ao PTH, mobilizando célcio e fosforo da matriz 6ssea (MARTIN-
TERESO; MARTENS, 2014; GONZALEZ; SILVA, 2019). Bovinos jovens com deficiéncia
de vitamina D desenvolvem raquitismo devido a ndo ocorrer a mineralizacdo da matriz
cartilaginosa, a administracdo de 1,25(OH).D3 restabelece a calcificacdo no crescimento
(GONZALEZ; SILVA, 2019).

Laporta et al., (2013) relataram que o aumento de serotonina na circulagdo é
positivamente associado ao aumento de célcio sérico e relataram que vacas com hipocalcemia

clinica tiveram menores concentracfes de serotonina. A serotonina € um fator chave para a
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homeostase do célcio modulando a concentragdo de calcio sérico (HERNANDEZ-
CASTELLANO et al., 2017b). A serotonina regula o transporte de célcio nas células epiteliais
mamarias durante a formacéo de colostro e lactacdo (LAPORTA et al., 2013). Ao avaliarem a
administragdo de 1,25(0OH)2D3 em vacas no pds-parto houve aumento nas concentracdes de
serotonina durante os primeiros 7 dias pos-parto (VIEIRA-NETO, 2017). Por outro lado, ha
estudos em que ndo houve alteracbes nas concentragdes de serotonina em resposta ao
incremento de vitamina D (RODNEY et al., 2018). Hernandez-Castellano et al., (2017a)
apoiam a hipotese de que a serotonina pode também regular o célcio através de um ciclo de
feedback diferente da via tradicional do PTH e vitamina D.

S&o escassas informacdes sobre a relacdo da 1,25(0OH).D3 sobre dopamina em
bovinos, alteragdes nos niveis de dopamina podem estar associadas a ingestdo de alimentos e
mudancas no comportamento (MILLS et al., 2020; GINANE et al., 2015). A dopamina pode
melhorar o consumo de alimento e reduzir o estresse (VALENTE et. al., 2023). Apesar da
dopamina circulante ndo ter sido alterada neste estudo, essa resposta ndo exclui outros
potenciais efeitos da vitamina D sobre este neurotransmissor. Circuitos de dopamina séo
modulados pela sinalizacdo da vitamina D e podem servir como alvos diretos ou indiretos para
1,25(0OH)2D3 exo6geno (TRINKO et al., 2016). O VDR atua como fator de transcri¢cdo apos
ativacdo pela 1,25(0OH).D3 e ¢é expresso no desenvolvimento de neurdnios dopaminérgicos
(CUI et al., 2013). Ja foi observado que o tratamento com 1,25(OH).D3 levou a alteracdes
transcricionais de genes relacionados a dopamina (TRINKO et al., 2016) e aumento da
dopamina no corpo estriado (CASS; PETERS, 2017).

A ndo alteracdo dos niveis séricos de serotonina e dopamina ndo necessariamente
implicam em auséncia de efeito em outros locais como no SNC. Neurdnios dopaminérgicos no
mesencéfalo e seus neurdnios-alvo expressam a proteina receptora da vitamina D (TRINKO et
al., 2016). A 1,25(0OH).D3 auxilia a promover recuperagdo do funcionamento dopaminérgico
em neurdnios nigrostriatais lesionados (CASS; PETERS, 2017).

Na avaliagdo do comportamento com uso de 1,25(0OH).D3 glicosideo ndo foram
observados sinais clinicos de intoxicacdo, no entanto niveis séricos de minerais apds tratamento
tiveram tempo prolongado (BACHMANN et al., 2013). A alta afinidade da 1,25(0OH).D3 pelo
VDR dominam a fisiologia normal tornando o unico ligante com acesso a transcri¢do génica
(JONES, 2008). Ativacéo excessiva do VDR devido altas doses em bovinos resulta em anorexia
e calcificacdo de tecidos (HORST; LITTLEDIKE, 1982). Consequentemente a hipercalcémica
em casos de intoxicagdo resulta predominantemente da reabsorcao 6ssea pelo efeito da vitamina

D e néo pela participagdo direta da absorgéo intestinal (SHANE; IRANI, 2006). Altera¢des no
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comportamento e intoxicagdo estdo associados a niveis excessivamente elevados de célcio
sérico por tempo prolongado o que evidencia os novilhos do experimento ndo terem
apresentado sinais clinicos de intoxicagédo, no entanto doses altas e continuas podem influenciar.

Medic¢bes bioquimicas sequenciais em casos de intoxicacdo mostraram a persisténcia
de célcio urindrio mesmo apos a normalizacdo do célcio sérico, enfatizando que a reabsorgao
Ossea aumentada é uma caracteristica proeminente da vitamina D (GOLTZMAN, 2010;
OZKAN; HATUN; BEREKET, 2012). O célcio excessivamente absorvido leva a deposicio
nos tecidos moles e resulta em calcinose (GIMENO et al., 2000; MELLO, 2003). Caracterizada
por perda de peso, dificuldades locomotoras no sistema nervoso central, calcificacdo tecidual
sistémica, pulmonar, e comprometimento da funcdo gastrointestinal, renal, vascular e na pele
(MELLO, 2003; MESA MANTECA et al., 1983; GIMENO et al., 2000; ZANUZZI et al.,
2012). Geralmente apresentam niveis séricos normais ou elevados de fosforo, baixos de
fosfatase alcalina, elevados de vitamina D, PTH baixo, e niveis elevados de célcio/creatinina
na urina (OZKAN; HATUN; BEREKET, 2012; FONTANA et al., 2009).

Segundo Celi et al. (2018) bezerros suplementados com fontes de vitamina D por 90
dias ndo desenvolveram calcificacdo de tecidos, porém os autores relataram aumento das
concentragcOes séricas de 1,25(0OH).D3. Doses excessivas ou administragdes continuas de
1,25(0OH)2D3 representam um risco de toxicidade e perturbacdo do sistema enddcrino da
vitamina D (VIEIRA-NETO et al., 2017).

N&o houve interacdo de comportamento entre os parametros avaliados, a avaliacdo
visual permite acompanhar o desenvolvimento de sinais clinicos de intoxicacdo (BACHMANN
et al., 2013). Considerando que o bovino tem atividades seletivas, 0 aumento ou reducdo no
tempo de pastejo implica em alteracGes nas demais varidveis do comportamento entre elas o

tempo de ruminacdo, 6cio e manejos (CARVALHO et al., 2007).

3.5 Concluséao

A suplementacdo oral de 1,25(0OH)2D3 glicosideo nas doses de 0,2 e 0,4 pg/kg PC
aumentam os niveis séricos de calcio e fosforo. No entanto doses continuas acima de 0,2 pg/kg
PC mostraram persisténcia nos valores séricos e podem apresentar intoxicacdes subclinicas.
Serotonina, dopamina e horménio da paratirecide ndo diferiram estatisticamente entre os
tratamentos. N&o foram percebidos sinais clinicos evidentes de intoxicacdo em doses continuas

de até de 0,4 pg/kg PC por cinco dias consecutivos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da administracdo oral de 1,25-dihidroxicolicalciferol glicosideo em novilhos
proporcionou dados sobre efeitos no metabolismo de calcio, fésforo e magnésio. Os resultados
obtidos destacam a interacdo entre a suplementacdo e a fisiologia, evidenciando a importancia
do controle de pardmetros sanguineos para saude e o bem-estar dos animais. A variacdo nas
doses demonstrou resultados diferenciados indicando a necessidade de uma cuidadosa
avaliacdo da dosagem para otimizar os beneficios de aditivos sem efeitos indesejaveis.

As descobertas do trabalho contribuem para o avancgo do conhecimento cientifico na
area da nutricdo animal e da fisiologia bovina, para aprimorar as préticas de suplementacéo
mineral em sistemas de producdo pecuaria. Diante disso, é fundamental que futuras pesquisas
explorem ainda mais os efeitos da suplementacdo oral de 1,25(0OH).D3 glicosideo em diferentes
condigdes e populacbes animais.

Ampliacdo da amostra deve-se considerar a possibilidade de aumentar o nimero de
animais estudados para fortalecer a validade estatistica dos resultados e das conclusdes.
Avaliacdo de parametros complementares, 1,25(OH)2D3 sérica, como marcadores de estresse,
perfil metabolico e avaliacdo do sistema imunoldgico, para obter uma visdo mais abrangente
dos efeitos da suplementacdo. Contextualizar os resultados obtidos com a literatura existente
destacando as contribuicdes do estudo para o conhecimento atual e aplicacBes praticas.
Publicacdo dos resultados em periddicos cientificos para compartilhar as descobertas com a
comunidade académica e profissional.

Ao implementar essas sugestfes o trabalho poderad ser aprimorado em termos de
metodologia, profundidade de analise e relevancia dos resultados, contribuindo para o avango

do conhecimento na area da nutricdo de ruminantes.



