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ABSTRACT

Performance and type classification records collected in Limousine cattle from
84 farms between 1993 and 1997 were analysed. Data included 6536 pedigree
records, 2673 weights adjusted to 120 days (P120), 2707 weights adjusted to 210
days (P210), 2673 average daily gains from birth to 120 days (G120), 2603 average
daily gains between 120 and 210 days (G210), and 2570 scores of the following
conformation traits: Muscular Development (DM) and Skeletal Development (DS).
The animal model used to analyse growth traits (P120, P210, G120 and G210) in-
cluded the fixed effects of herd, year and month of birth, calf sex and dam’s calving
number; random effects considered were the direct and maternal genetic effects, and
the permanent environmental effect of the dam. Type traits DM and DS were ana-
lysed with a similar linear model, also including the fixed effect of age at classification
as a covariate. Genetic parameter estimates were obtained with an animal model,
through univariate and bivariate analyses, by restricted maximum likelihood (REML),
using the MTDFREML package. All growth and type traits were influenced by the
fixed effects considered in the models, more pronouncedly for growth traits. In gen-
eral, phenotypic correlations between all traits considered were positive, moderate to
high. Correlations between growth traits were large (between 0.76 and 0.99), with
the exception of the correlations P120*G210 and G120*G210, which were moderate
(0.28 and 0.29, respectively), while the phenotypic correlation between DM and DS
was 0.61. Heritability estimates for direct effects on P120, P210, G120, G210, DM
and DS were 0.61, 0.63, 0.62, 0.46, 0.20 and 0.29, respectively. Heritability of mater-
nal effects for the same traits was 0.32, 0.26, 0.33, 0.17, 0.02 and 0.21, while corre-
lations between direct and maternal effects were -0.79, -0.79, -0.80 -0.85, -0.70 and
-0.91. These results indicate that, in all traits analysed, heritability is larger for direct
than for maternal effects, especially for growth traits. An antagonism was observed
between direct and maternal effects, and permanent environmental effects of the
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dam were small (between 0 and 8% of the phenotypic variance). Genetic correlations
between direct effects and between maternal effects for different traits were, in gen-
eral, positive and high. Correlations between direct and maternal effects for different
traits were all negative, confirming the antagonism among these two components of
growth and conformation, even when evaluated at different phases of development.
Key-Words: growth / genetic parameters / Limousin / morphology

ESTIMATIVAS DE PARAMETROS GENETICOS E FENOTIPICOS
PARA CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO E
CONFORMACAO EM BOVINOS DA RACA LIMOUSINE

RESUMO

Foram analisados dados de performances e avaliagbes morfolégicas da raga
bovina Limousine, recolhidos em 84 exploragdes, entre 1993 e 1997, incluindo 6536
registos de genealogias, 2673 pesos ajustados aos 120 dias (P120), 2707 pesos
ajustados aos 210 dias (P210), 2673 ganhos médios diarios entre o nascimento e os
120 dias (G120), 2603 ganhos médios diarios entre os 120 dias e os 210 dias (G210)
e 2570 avaliagoes das caracteristicas de conformagdo Desenvolvimento Muscular
(DM) e Desenvolvimento Esquelético (DS). O modelo animal utilizado na anélise das
caracteristicas de crescimento (P120, P210, G120 e G210) incluiu os efeitos fixos da
exploragdo, ano e més de nascimento, sexo do vitelo e niumero do parto da mae;
como efeitos aleatérios foram considerados os valores genéticos directo e materno
e o efeito ambiental permanente da méae. As caracteristicas de conformagdo DM e
DS foram analisadas com um modelo semelhante ao anterior, com a diferenca de
neste se incluir o efeito linear da idade a classificagdo como efeito fixo. As estimativas
dos parametros genéticos foram obtidas por maxima verosimilhanga restrita (REML)
com um modelo animal, utilizando-se para o efeito o MTDFREML; as correlagoes
entre diferentes caracteristicas foram obtidas em analises bivariadas com recurso
ao mesmo programa. Todas as caracteristicas de crescimento e conformagao foram
influenciadas pelos efeitos fixos considerados nos respectivos modelos, ainda que
de uma forma mais reduzida nas caracteristicas de conformagao. De um modo geral,
os valores obtidos para as correlagdes fenotipicas foram positivos, moderados a
elevados. As caracteristicas de crescimento apresentaram-se altamente
correlacionadas entre si (correlagées entre 0.76 e 0.99), com a excepgao das
correlagdes P120*G210 e G120*G210, que foram moderadas (0.28 e 0.29,
respectivamente). A correlagao fenotipica entre o DM e DS foi de 0.61. As estimativas
das heritabilidades obtidas para os efeitos directos das caracteristicas P120, P210,
G120, G210, DM e DS, foram de 0.61, 0.63, 0.62, 0.46, 0.20 e 0.29, respectivamente.
As heritabilidades para os efeitos maternos nas mesmas caracteristicas foram de
0.32, 0.26, 0.33, 0.17, 0.02, 0.21, e as correlagdes entre efeitos directos e efeitos
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maternos foram de -0.79, -0.79, -0.80, -0.85, -0.70 e -0.91. Estes resultados
demonstram que, em todas as caracteristicas estudadas, a heritabilidade dos efeitos
directos é superior a dos efeitos maternos, com maior evidéncia nas caracteristicas
de crescimento. Observou-se um antagonismo entre os efeitos directos e os efeitos
maternos, e a influéncia ambiental maternal permanente foi reduzida (entre 0 e 8 %
da variancia fenotipica). As correlagdes genéticas entre os efeitos directos ou entre
os efeitos maternos para diferentes caracteristicas foram, de um modo geral, elevadas
e positivas. As correlagdes genéticas entre efeitos directos e maternos de diferentes
caracteristicas foram todas negativas, confirmando-se o antagonismo entre estes
dois componentes do crescimento e da conformagédo, mesmo quando estimados em
diferentes fases da vida dos animais.

Palavras-Chave: conformagao / crescimento / Limousine / par@metros genéticos

INTRODUCAO

O peso ao desmame, assim como o0s pesos a idades fixas durante a vida de
um individuo, sdo caracteristicas de elevada importancia econémica e biolégica
na produgdo de bovinos de carne (e Fitzhugh, 1976; Dickerson, 1978). O peso
dos vitelos é bastante importante para os criadores, e frequentemente utilizado
como indicador do potencial de crescimento do vitelo e da capacidade maternal
davaca (Woodward et al., 1989).

A escolha adequada dos animais de substituicdo € um dos factores mais
importantes para a eficiéncia de um programa de melhoramento sendo
recomendavel a selecgéo pelo valor genético estimado, e a eficicia desta escolha
(ou 0 sucesso com se seleccionam os animais), depende da precisdo com que se
estimam os valores genéticos respectivos.

Nos bovinos de carne, a selecgédo dos animais pelas suas performances de
desmame pode ser probleméatica, porque inclui a influéncia directa dos genes do
préprio vitelo e os efeitos maternos, o que em principio pode complicar essa
escolha e a evolugéo genética esperada.

Os efeitos maternos na performance de desmame de uma cria resultam
das caracteristicas maternais da fémea, devidas quer ao seu patrimoénio genético,
quer aos efeitos ambientais a que esta sujeita (Figura 1). Os efeitos ambientais
maternos podem decompor-se em duas influéncias distintas:

1) Os factores nao genéticos que afectam a performance da mae durante
uma determinada gestacao e lactagdo (como por exemplo 0 maneio alimentar),
conhecidos como efeito ambiental temporario (Ety).

2) O nivel ambiental a que a mée foi sujeita durante o seu crescimento ou

3



Revista Portuguesa de Zootecnia, Ano X, N° 1 (2003)

recria, incluindo as condi¢des de alimentacdo e maneio, ou qualquer outro evento
durante a vida reprodutiva, que possa influenciar o seu desempenho como mae
ao longo de toda a vida, considerado como um efeito ambiental permanente (Epy).

Ef Maternos Ef Durectos

P, : Fen—tipo do indiv’duox. Gm, : Efeito gen“tico materno da m<e v
G,: Valor gen'tico directo do indiv’duo x G, : Efeito gen'tico directo da me v

E, : Efeitos ambientais no indiv’duo x G, : Efeito gen"tico directo do pai t

Pm, : InflulIncia maternal da m<ev r,y : Correla’<o  entre os efeitos
Et, : Efeito ambiental temporirio da m<e v genticos directos e os efeitos gen“ticos
Ep, : Efeito ambiental permanente da m<e v maternos

Figura 1. Componentes da performance de desmame em bovinos de carne.

Relativamente a performance do vitelo, os efeitos maternos (Pmy) podem
ser considerados como efeitos ambientais que condicionam a expressao do
potencial genético directo do vitelo. Contudo, como os efeitos maternos podem,
em parte, ser de origem genética, podera haver uma correlagdo genética (ram)
entre os efeitos genéticos maternos (Gmy) e os efeitos genéticos directos (Gy).
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Se esta correlacao for negativa, isto significa que uma fémea que transmite bom
potencial genético para o crescimento tende a ter um mau potencial genético
para caracteristicas maternas, e vice-versa.

Em termos de efeitos ambientais, certos factores, tais como o efeito da
exploragédo, maneio, ano e més de parto, etc., apresentam diferentes niveis de
influéncia na expressdo fenotipica de uma caracteristica. Como o que um
reprodutor transmite aos seus descendentes é apenas parte do seu patriménio
genético, e ndo os efeitos ambientais a que esteve sujeito durante o seu
crescimento (Ey), o objectivo duma avaliagao genética é, na medida do possivel,
separar os componente genéticos dos ambientais, de modo a poder-se estimar
com precisdo aceitavel o que cada individuo poderd efectivamente transmitir aos
seus descendentes. De outro modo, os valores genéticos serao distorcidos ou,
se a seleccéo for apenas fenotipica, poder-se-4 incorrer numa selec¢ao de animais
geneticamente inferiores, o que diminui o progresso genético normalmente
desejado e esperado.

A escolha de um modelo apropriado para a analise de determinada
caracteristica sujeita aos efeitos directos e maternos podera ser complicada,
porque o modelo devera representar as particularidades biolégicas da
caracteristica em questéo e ter aplicabilidade (Willham, 1972). Com base nas
performances e no grau de parentesco entre animais, pode construir-se um modelo
que permita estimar os diversos componentes da variancia fenotipica. O modelo
descrito por Willham (1963) permite equacionar a performance de um individuo
com os componentes respectivos, numa expressao conhecida como heritabilidade
total (h72):

h12 =(c2a + .56%m +1.56 Am)/62p

em que, 62a, 62m € 62p representam as variancias genética directa, genética
materna e fenotipica, respectivamente, e cau a covariancia entre efeitos genéticos
directos e maternos. Verifica-se assim, a importancia do sinal (positivo ou negativo)
da covariancia entre os efeitos directos e maternos (cam) para o valor calculado
da heritabilidade total.

O progresso genético do peso ao desmame pode obter-se por melhoramento
de qualquer daqueles dois componentes, isto é, do que esta subjacente ao
potencial genético de crescimento do préprio vitelo (efeitos directos) e da
capacidade maternal (efeitos maternos). No entanto, a relacédo existente entre
estes dois efeitos (directos e maternos) é determinante para a eficacia da seleccéao
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ja que, se a correlacao entre eles for negativa, o progresso realizado num deles
pode ser condicionado pela resposta negativa no outro (Van Vleck, 1970; Ménissier,
1976; Van Vleck et al., 1977; Baker, 1980; Benyshek et al., 1988; Cantet et al.,
1988; Meyer et al., 1991; Gama et al., 1991).

Quando num programa de seleccao se pretende maximizar o progresso
genético no peso ao desmame, ambos 0os componentes (directos e maternos)
devem ser tomados em conta, principalmente quando se verifica um antagonismo
narelagao entre eles. Nestes casos parece ser indicada a utilizagdo de um indice
de seleccdo com a ponderacao adequada dos componentes directos e maternos
(Van Vleck, 1970).

Um aspecto importante para uma correcta estimativa dos valores genéticos
dos animais para determinada caracteristica, reside numa utilizacdo de parametros
genéticos adequados e numa definicao apropriada do modelo de andlise a utilizar,
para essa mesma caracteristica. Outro aspecto ndo menos importante, consiste
em considerar o facto de os parametros genéticos ndo serem constantes, mas
que evoluem ao longo do tempo, podendo estar sujeitos aos efeitos da seleccao
e da consanguinidade. Actualmente, a nivel internacional, o recurso ao BLUP -
Modelo Animal para a estimativa de parametros genéticos e para a avaliagao
genética esta generalizado, para uma ou varias caracteristicas, considerando ou
nao os efeitos maternos. O objectivo deste trabalho foi obter estimativas de
parédmetros genéticos e fenotipicos para caracteristicas de crescimento e
conformacgao na populagao Limousine explorada em Portugal, indispensaveis a
uma avaliagao genética que venha a ser realizada para aquelas caracteristicas.

MATERIAIS E METODOS

Informacéao Disponivel

Foi utilizada toda a informacéo disponivel no Herd Book Portugués da Raga
Limousine (HBL), respeitante a genealogias e registos obtidos a partir do controlo
de performances das campanhas realizadas nos anos de 1994, 1995, 1996 e
parte de 1997. Foram completadas algumas genealogias de animais importados,
a partir dos seus certificados de inscrigdo no Herd Book.

As exploragdes sujeitas ao controlo de performances e as classificagfes
morfoldgicas representam cerca de 30% do efectivo nacional do Herd Book Lim-
ousine, que se encontra localizado, na sua maioria, a sul do Tejo (sobretudo no
Litoral Alentejano e Algarve).

O controlo de performances tem como principal objectivo proporcionar a
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realizacdo da avaliacdo genética dos animais da raga Limousine, para diversas
caracteristicas de crescimento e conformacao, sendo executado, anualmente,
em cerca de 80 explora¢des aderentes ao HBL, incluindo perto de 900 animais,
provenientes de um efectivo reprodutor de aproximadamente 2500 fémeas. Este
controlo consiste, nomeadamente, na:

— realizagéo de pesagens dos vitelos;

— avaliagdo morfoldgica ao desmame, por pontuacao;

— recolha e tratamento de dados e posterior divulgacao.

As caracteristicas de crescimento obtidas sdo: o peso ao nascimento,
ajustado aos 120 (P120) e 210 dias de idade (P210), e os ganhos médios diarios
entre o nascimento e os 120 dias (G120) e entre os 120 e os 210 dias (G210),
sendo obtidas através das seguintes formulas:

P120 = [((P2-P1)/(Id2-1d1))*(120- 1d1)]+P1
P210 = [((P2-P1)/(Id2-1d1))*(210- 1d1)]+P1
G120 = [(P120-PN)/(120)]
G210 = [(P210-P120)/(90)]

em que:

P1: Peso a primeira pesagem; P2: Peso a segunda pesagem; Idy: Idade a
primeira pesagem; Idz: Idade & segunda pesagem; PN: Peso ao Nascimento.
Para o P120 e P210, consideraram-se P1 € P2 como o ultimo e o primeiro pesos
registados antes e depois da idade padrao, respectivamente. Como a maioria
dos animais nao possuia informagéo sobre 0 peso ao nascimento, no calculo do
G120 utilizou-se o peso ao nascimento médio dos machos e fémeas da raca
Limousine (40 e 38, respectivamente).

Depois da edigéo, validagdo e correcgdo das genealogias e de uma
verificacao preliminar dos dados do controlo de performances obteve-se uma
base de dados com 3552 registos de animais com pesagens e classificagdes
morfoldgicas, que seria, posteriormente, submetida a véarias correcgdes e
validagdes, quer ao nivel das datas das observagdes (nascimentos, pesagens e
classificagdes), quer dos valores destas mesmas observagdes, tendo sido
rejeitadas, em todas as caracteristicas analisadas, todas as que se afastavam
mais de 4 desvios padraos da média, critério sugerido para a validagao de dados
em bovinos de carne (Bertrand e Wiggans, 1998).

As avaliagbes morfoldgicas dos animais foram realizadas por um técnico
credenciado pela “France Limousin Selection” (que Ihe confere o estatuto de “In-




Revista Portuguesa de Zootecnia, Ano X, N° 1 (2003)

spector-Pontuador” da raga Limousine), sendo 0s animais pontuados entre os 6 e
os 10 meses de idade, para poderem ser inscritos no HBL. Os indicadores
morfolégicos analisados neste estudo foram os seguintes:

1t Desenvolvimento Muscular (DM) - Avaliado pelo comprimento, largura e
espessura do dorso e desenvolvimento muscular da perna (“gigot”).

1t Desenvolvimento Esquelético (DS) - Avaliado pela forma e comprimento
do tronco e pelas dimensdes da bacia. Valoriza-se a largura, a profundidade, o
comprimento e a angulagéo dos principais conjuntos estruturais do esqueleto:
peito e espaduas, dorso, costados e bacia.

Os indicadores de conformagédo DM e DS, s&o definidos pelo somatério de
dois diferentes conjuntos de cinco componentes, e sdo classificados numa escala
de 0 a 100.

As genealogias dos animais em controle de performances foram completadas
com base em toda a informagao disponivel, constituindo-se um ficheiro de pedi-
grees com 6536 individuos, cujo nivel de preenchimento se encontra representado
na Figura 2.

Bisav™ Pat.: 138
Av™ Pat.: 3522
Bisav— Pat.: 140

Pai: 4831
Bisav™ Pat.: 169
Av— Pat.: 3540
Bisav— Pat.: 170!
Indiv’duos: 6536 _
_ Bisav™ Mat.: 148!
AvV™ Mat.: 37222
Bisav— Mat.: 152
Mc<e: 4832

Bisav™ Mat.: 175:

Av— Mat.: 3705

Bisav— Mat.: 175

Figura 2. Nivel de preenchimento das genealogias de individuos na matriz de parentescos.
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Analise Estatistica

Todas as caracteristicas estudadas foram inicialmente submetidas a uma
analise de variancia preliminar, através do PROC GLM do SAS (1988), com o
objectivo de determinar quais os factores fixos a incluir no modelo de analise
para cada caracteristica. Foi calculada a consanguinidade para todos os individuos
(n=6536) da matriz de parentescos, mas a depressio consanguinea resultante,
quer da consanguinidade individual, quer da materna, ndo foi considerada nas
analises, por serem poucos 0s animais consanguineos.

As estimativas dos parametros genéticos foram obtidas mediante a utilizagéo
do BLUP - Modelo Animal, por maxima verosimilhanga restrita através do programa
MTDFREML - Multiple Trait Derivate-Free Restricted Maximum Likelihood,
desenvolvido por Boldman et al. (1993). Este programa utiliza o método Simplex,
que frequentemente é denominado de “politopo”, e que consiste num procedimento
que localiza de uma forma iterativa um minimo de uma fungao, nomeadamente o
minimo de -2 log da func¢do de verosimilhanga (L), através de uma busca directa,
sem utilizar derivadas. A andlise foi realizada inicialmente para cada uma das
variaveis consideradas, procedendo-se depois a um conjunto de analises
bivariadas (uma para cada par de caracteristicas, num total de 15 combinagées)
de forma a poder estimar as correlagdes genéticas e fenotipicas entre
caracteristicas.

O critério inicial de convergéncia para as analises univariadas e bivariadas
foide Var[-2 log (L)] < 1.010°6. Ap6s a primeira convergéncia (1e010°8), reiniciaram-
se os calculos, com as estimativas de parametros anteriormente obtidas, e em
que o critério de convergéncia foi de Var [-2 log (L)] < 1e010°. Posteriormente,
realizaram-se varias convergéncias com este critério, até que os valores obtidos
fossem idénticos aos valores de partida, o que presumivelmente significa que
representam o maximo global.

O MTDFREML permite a obtencdo de estimativas de componentes de
(co)variancia, assim como solugdes para os efeitos fixos e valores genéticos,
através do modelo animal (ou outros), por andlises univariadas ou multivariadas,
e em que o modelo animal pode incluir efeitos genéticos aditivos, outros efeitos
aleatédrios correlacionados (e.g. efeitos genéticos maternos), independentes (e.g.
efeitos ambientais permanentes), e efeitos fixos e covariaveis especificos para
cada caracteristica.

Os parametros genéticos das caracteristicas de crescimento P120, P210,
G120 e G210 foram estimados por analises univariadas através de um modelo
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animal, com efeitos genéticos directos, maternos e ambientais permanentes, que
em notacdo matricial pode expressar-se da seguinte forma:

y=Xb+Zaa+Zmm+Zpp+e [
em que:

y é o vector de observagoes;

b é o vector de efeitos fixos;

a é o vector de efeitos genéticos aditivos directos;

m € o vector de efeitos genéticos aditivos maternos;

p é o vector de efeitos ambientais maternais permanentes;

e é o vector de efeitos residuais;

X, Za, Zm, Zp, sG0 matrizes de incidéncia conhecidas que relacionam os
efeitos fixos (X) e aleatorios (Za, Zm € Zp) com o vector de observagoes y.

Como efeitos fixos foram considerados os seguintes factores:
ano de nascimento (1993,1994, 1995, 1996 e 1997);
més de nascimento (1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 € 12);
sexo (M e F);
namero de parto da mae (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 27);
criador (1, 2, 3, ..., 83, 84).

Os parametros genéticos para as caracteristicas de conformagéao DM e DS,
foram estimados por andlises univariadas através de um Modelo Animal idéntico
ao Modelo |, com a particularidade de os efeitos fixos incluirem, como covariavel,
o efeito linear da idade do animal a classificagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estatisticas descritivas e efeitos fixos

As principais estatisticas descritivas dos vérias caracteristicas analisadas
encontram-se sumarizadas no Quadro I. Comparativamente aos resultados do
controlo de performances realizado em Franca, que envolve anualmente mais de
50.000 animais, os resultados registados em Portugal foram semelhantes.

As solugdes de efeitos fixos obtidas pelo Modelo Animal indicam que, devido
as diferentes caracteristicas das exploracdes consideradas (e, consequentemente,
aos diferentes tipos de maneio praticados), verificaram-se grandes diferencas
entre os efeitos ambientais das exploragdes em todas as caracteristicas
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analisadas, com diferengas maximas entre exploragdes de 81.7 kg no P120, 159.5
kg no P210, 677 g no G120 e 1254 g no G210 (Figura 3).

QUADRO | - ESTATISTICAS DESCRITIVAS PARA AS CARACTERISTICAS ANALISADAS.

Caracter’sticas NY4 obs. M dia DP
P120 (kg) 2673 152,4 28,6
P210 (kg) 2707 239,9 46,6
G120 (9) 2673 946 236
G210 (9) 2603 976 274
DM 2570 57,85 6,12
DS 2570 59,58 5,34
Efeito da Expioragdo no Pi20 Efeito da Exploragdo no P210
@ 2 s % o 3 00,9 'o @ PURA g R P o %°°° 4. %% % 4 .
Ewle L, Y o0 o o a0 © 9] £ wloo, ° ° o @ 054 'n‘;v°°»
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-l T o o - o o ) E WL 04 ©° ° o, o °
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Efeito da Expioracgdo no Gi20 Efeito da Expioragdo no G210
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E‘m" .'e s ¢ - *® o g-m’l ¢t el e, ¢ IR
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2 .. Tt mee. IR A 5
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é j i LR . = L. . - . . ; .
& % . . . . . . 5 8
* -
a0 Le = U 2 . 12
ExploragSes Exploragses

Figura 3. Efeito da exploracao nas caracteristicas de crescimento e conformacio (expresso relativamente ao

valor médio de cada caracteristica).
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Nas caracteristicas de conformacéo registaram-se diferengas maximas en-
tre exploragdes de 17 pontos no DM e 20 no DS. Estes resultados confirmam que
as diferencas entre exploracbes sdo de enorme importancia, e realcam a
necessidade da existéncia de conexdes entre exploragdes, ja que se estas nao
estiverem geneticamente conectadas, é de reduzido significado a comparacao
do mérito genético de animais de diferentes exploracoes.

As correlagdes entre as solugdes dos efeitos da exploracao para as varias
caracteristicas analisadas (Quadro Il) foram positivas e de um modo geral elevadas
variando entre 0.23 e 0.94, e indicando que os efeitos da exploragdo em
determinado caracteristica estdo fortemente associados aos efeitos em quase
todas as outras caracteristicas.

QuADRO Il - CORRELAGOES ENTRE SOLUGOES DOS EFEITOS DA EXPLORACAO.

Caracter'sticas P210 G120 G210 DM DS

P120 0,79 0,94 0,51 0,74 0,72
P210 0,76 0,31 0,70 0,80
G120 0,64 0,70 0,63
G210 0,53 0,23

DM 0,86

Todas as caracteristicas analisadas apresentaram diferengas devidas ao
efeito ambiental do ano de nascimento. Animais nascidos em 1994 tiveram um
efeito ambiental favoravel no peso aos 120 e 210 dias € no G120, enquanto para
0 G210 o ano de 1993 foi mais favoravel. Relativamente as caracteristicas de
conformacgao, também se verificaram efeitos importantes do ano, embora estas
diferengas fossem mais reduzidas, com efeitos ambientais do ano representando,
relativamente a média, no maximo 11 e 3% para o DM e DS, respectivamente.
Apesar das variagdes observadas ao longo destes 5 anos serem evidentes em
todas as caracterdisticas estudadas, nao foi possivel constatar qualquer tipo de
tendéncia ambiental.

Tanto as caracteristicas de crescimento como de conformacéao (estes ultimos
de uma forma mais reduzida) foram influenciadas pelo més em que os animais
nasceram. O P120 e o0 G120 foram mais elevados nos animais nascidos em Ja-
neiro-Marco, verificando-se que para o P210 os valores mais altos foram
observados nos vitelos nascidos entre Novembro e Margo, e para o G210 nos
animais nascidos entre Outubro e Dezembro. Estes resultados parecem indicar
que os animais, ao beneficiarem de um ambiente favoravel na Primavera,
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apresentam durante esta época melhores performances de crescimento. Deste
modo, e consoante a idade que os animais atingem esta época do ano, este tipo
de influéncia ambiental ira reflectir-se no peso obtido na idade padrao (p.e P120,
P210) quando esta é atingida préxima ou a seguir a Primavera. Constatou-se
uma superioridade em todas as caracteristicas de conformagdo em animais
nascidos entre Setembro e Novembro, possivelmente devido a classificagdo destes
animais efectuar-se, na maioria dos casos, durante a Primavera.

Relativamente as fémeas, os machos foram mais pesados cercade 11 e 24
kg, aos 120 e 210 dias de idade, respectivamente, apresentando uma superioridade
média nas velocidades de crescimento de 77 g/dia entre o nascimento e 0s 120
dias de idade, e 141 g/dia entre os 120 e os 210 dias. No que diz respeito as
caracteristicas de conformacgéo as diferencas entre sexos foram reduzidas,
verificando-se uma tendéncia para os machos terem pontuagdes mais elevadas
no DM (+1.6) sendo praticamente semelhantes as classificagdes entre sexos no
DS.

O numero de parto da vaca teve um efeito aproximadamente quadratico em
todas as caracteristicas de crescimento e conformagéao analisadas, observando-
se valores mais elevados em vitelos nascidos de vacas com um numero de parto
intermédio e os valores mais baixos em vitelos filhos de primiparas ou de vacas
com 7 ou mais partos.

Variancias e coeficientes de correlagcdo fenotipicos

O desvio de padréao fenotipico, ajustado para os efeitos fixos considerados,
foi de cerca de 20.7 kg para o P120, 30.5 kg para o P210, e de 5.0 e 4.4 pontos
para o DM e DS, respectivamente. O valor correspondente para o ganho médio
diario foide 171 g até aos 120 dias e 189 g até aos 210 dias.

Os coeficientes de correlagéo fenotipicos entre as varias caracteristicas
estudadas, de um modo geral, foram positivos, moderados a elevados
(Quadro 111).

As caracteristicas de crescimento estao altamente correlacionadas entre si
(correlaces entre 0.76 e 0.99), com a excepgao das correlagdes P120*G210 e
G120*G210, que foram moderadas (0.28 e 0.29, respectivamente). Estes
resultados indicam que o crescimento até aos 120 dias de idade e apds os 120
dias estao fracamente correlacionados, o que podera resultar, por exemplo, de
uma menor influéncia materna nesta segunda fase, de fenémenos de crescimento
compensatério ou da existéncia de influéncias ambientais importantes, tais como
a altura do ano em que ocorre cada fase do crescimento. Como seria de esperar,
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o G120 esta fortemente relacionado com o P120 e com o P210 (0.99 e 0.84,
respectivamente), tal como os dois pesos entre si (0.84), ou seja, 0 peso que 0
animal atinge em determinada idade, esta altamente relacionado com a velocidade
de crescimento ou com o peso atingido em idades anteriores. Isto resulta, em
boa parte, do facto de se tratarem de correlacdes parte-todo.

_ o . 1
QuabRo Il - CorRRELACOES E VARIANCIAS FENOTIPICAS. M

Caracter'sticas P120 P210 G120 G210 DM DS

P120 427.67 0,84 0,99 0,28 0,34 0,44
P210 928.48 0,84 0,76 0,48 0,53
G120 29320 0,29 0,35 0,45
G210 35760 0,38 0,38
DM 24.78 0,61
DS 19.13

(1): variancias na diagonal; correlagdes fenotipicas fora da diagonal

Varios autores tém referido que os pesos dos bovinos em diferentes idades,
de um modo geral, estdo positivamente correlacionados (Williams et al., 1979;
Bellido, 1985; Jenkins et al., 1991; Mohiuddin, 1993; Koots et al., 1994b), mesmo
quando estas correlagdes séo estimadas para idades muito afastadas, como por
exemplo entre 0 peso ao nascimento e o peso adulto (DeNise e Brinks, 1985;
Jenkins et al., 1991). No entanto, o valor da correlagéo fenotipica entre pesos a
diferentes idades tende a aumentar a medida que se reduz o periodo de tempo
considerado entre essas mesmas idades (Jenkins et al., 1991; Crump et al., 1994).

A correlagdo positiva, ainda que moderada (0.61), entre as caracteristicas
de conformagéo indica que animais melhor pontuados numa das caracteristicas
tendem a ter pontuagdo mais elevada na outra caracteristica. O P210 foi a
caracteristica de crescimento que apresentou correlagdes mais elevadas com as
caracteristicas de conformacao, possivelmente devido a idade média com que os
animais sao classificados (243.2 £ 46.0 dias) ser proxima dos 210 dias de idade,
e haver uma clara influéncia positiva do peso na avaliagdo morfoldgica. Estes
resultados sdo semelhantes as estimativas das mesmas correlagdes fenotipicas
obtidas por Shi (1993), para a ra¢a Limousine em Franga, mas diferem dos
resultados obtidos anteriormente por Renand (1985), citado por Koots et al.
(1994b), que foram préximos de zero.

Parametros genéticos e ambientais para as caracteristicas analisadas
As estimativas dos parametros genéticos para as varias caracteristicas
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estudadas, obtidas em analises univariadas e bivariadas por maxima
verosimilhanga restrita, estdo apresentadas no Quadro IV, e demonstram, na
generalidade, uma boa concordancia entre os dois tipos de analise.

. , 1
QuADRO IV — ESTIMATIVAS DE PARAMETROS GENETICOS E AMBIENTAIS. o

P120 P210 G120 G210 _ DM DS

h2a 0,61 0,63 0,62 046 020 0,29

Antlises h2y 0,32 0,26 0,33 0,17 0,02 0,21
Univariadas  rAM -0,79 -0,79 -080 -0,85 -0,70 -0,91
c 0,08 0,06 0,08 0,00 0,08 _ 0,00

h2a 0,60 0,65 0,60 0,45 0,22 0,27

Antlises h2y 0,32 0,26 0,34 0,17 0,04 0,16
Bivariadas rAM -0,71 -0,71 -0,70 -0,84 -0,26 -0,80

c? 0,03 0,02 0,03 0,00 0,03 0,00

GZA 260,4 584,1 18240 16540 5,05 5,53

Analises G2M 136,7 244,4 9640 6010 0,57 3,93
Univariadas 620 34,6 67,7 2390 0,0 1,99 0,0
GzE 145,6 331,3 9710 21670 18,37 13,92

G P 4277 928,5 29320 35760 2478 19,13

(1 ): th e th - heritabilidades para os efeitgs directos e maternos, respectivamente; rA[¥| - correla%éo
genética entre efeitos directos e maternos; ¢ - efeito ambiental maternal permanente; 6<a, (52M, o°C,
0‘2E e 0‘2P — variéncias genética directa, genética materna, ambiental maternal permanente, ambiental
temporaria e fenotipica, respectivamente

Estes resultados indicam que a heritabilidade dos efeitos directos é bastante
mais elevada do que a dos efeitos maternos, o que pressupde que a variabilidade
genética nas caracteristicas de crescimento e de conformacao € mais determinada
pelo potencial genético do vitelo do que pelas caracteristicas maternais.

As estimativas das heritabilidades dos efeitos directos para as caracteristicas
de crescimento foram elevadas (0.46 a 0.63), superiores as estimativas para as
caracteristicas de conformagéo (0.20 e 0.29) e superiores as médias das
estimativas disponiveis na bibliografia, embora também existam varias referéncias
de estimativas superiores as obtidas neste trabalho (Brown et al., 1990; Johnson
etal., 1992; Meyer, 1992; Robison e Rourke,1992).

Quanto as estimativas das heritabilidades para os efeitos maternos, que
foram inferiores as dos efeitos directos, encontram-se mais préximas dos valores
médios referidos na bibliografia (Mohiuddin, 1993; Shi, 1993; Koots et al. 1994a,
resultados resumidos no Quadro V). Na generalidade dos trabalhos constatou-se
que existe algum antagonismo entre os efeitos directos e os efeitos maternos
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(com correlacdes médias entre efeitos directos e maternos variando entre -0.17 e
-0.35). No que diz respeito aos efeitos ambientais permanentes, normalmente
representam valores inferiores a 10% da variancia fenotipica total (Quadro V).

QuADRO V - RESULTADOS DE REVISOES BIBLIOGRAFICAS DE ESTIMATIVAS DE PARAMETROS GENETICOS E FENOTIPICOS
PARA CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO EM BOVINOS DE CARNE.

Autor Caracter’sticas M dias Estimativas (2)
(1) th th fant 2
PN 0,30 (43) 0,10(38) -0,35(27) 0,03 (18)
Mohiuddin, 1993 PD 0,22 (53) 0,13 (41) -0,15(26) 0,07 (24)
P1 0,31(35) 0,11(23) -0,26 (10) 0,03 (15)
PN 0,31 (28) 0,17 (21) -0,27 (21) 0,02 (9)
Shi, 1993 PD 0,26 (27) 0,21 (23) -0,17(23) 0,07 (10)
GMDo/desm 0,35 (9) 0,24 (8) -0,27(8) 0,09 (4
PN 0,35(172) 0,18 (35) -0,35(>10)
Koots et al., 1994a PD 0,27 (239) 0,20 (38) -0,16 (>10)
e 1994b P1 0,35 (154) 0,11 (6) A
GMDo/desm 0,27 (109) 0,23 (16) _-0,25 (>10)

(1): PN - Peso ao Nascimento; PD - Peso ao Desmame; P1 - Peso com 1 ano; GMDg/desm - Ganho médio
diario do nascimento ao desmame. (2): h2a e h2y - heritabilidade para os efeitos directos e maternos,
respectivamente; ram - correlagdo genética entre efeitos directos e maternos; 2 - efeito ambiental maternal
permanente; () nUmero de estimativas.

Os trabalhos sobre caracteristicas de conformacéao tém sido apresentados
com menor frequéncia do que relativamente as caracteristicas de crescimento, e
a maioria destes trabalhos apenas consideram os efeitos directos. No Quadro VI
estdo apresentados resultados de trabalhos em que foram obtidas estimativas de
parametros genéticos para caracteristicas de conformagao. E possivel constatar
que existe uma maior influéncia dos efeitos directos do que dos efeitos maternos
nas caracteristicas de conformacgéo, e que o antagonismo entre estes efeitos
parece serimportante.

As estimativas superiores das variancias genéticas directas (c2a)
relativamente as genéticas maternas (6°u) estdo de acordo com os resultados
das revisdes de Mohiuddin (1993), Shi (1993) e Koots et al. (1994a) e ainda, de
acordo com diversos trabalhos sobre este tema (Quaas et al., 1985; Bertrand e
Benyshek, 1987; Wright et al., 1987; Cantet et al., 1988; Trus e Wilton, 1988;
Nufez-Dominguez et al., 1993; Arthur et al., 1994; Crump et al., 1994; Pang et al.,
1994; Koch et al., 1995; Van Vleck et al., 1996), ainda que os resultados obtidos
neste estudo para a heritabilidade dos efeitos directos sejam superiores a maioria
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dos resultados apresentados na literatura. Outros autores chegaram a resultados
diferentes no que diz respeito a importancia relativa das heritabilidades para os
efeitos directos e maternos.

Quabro VI - REVISOES BIBLIOGRAFICAS DE ESTIMATIVAS DE PARAMETROS GENETICOS E FENOTIPICOS PARA

CARACTERISTICAS DE CONFORMAGAO EM BOVINOS DE CARNE.

Caracter’sticas Ra"a Pa’s N'zobs. M'todo Estimativas (?) Referlincia
) Wa by _ram ¢

DM Charolesa Frana 8101 HendOll 027  Lalo et

al., 1988

DS Charolesa Frana 8101 HendONl 030 Lalo® ef

al., 1988

DM Limousine Frana 168980 Tilde-Hat 0,32 0,05 -0,44 0,04 Shi, 1993

DS Limousine _Frana 168980 _Tilde-Hat 0,31 0,07 _-0,40 0,05 _Shi, 1993

(1): DM - Desenvolvimento Muscular; DS - Desenvolvimento Esquelético. (2): h2a e h2y - heritabilidade para
os efeitos directos e maternos, respectivamente; ram - correlagao genética entre efeitos directos e maternos;

c? - efeito ambiental maternal permanente.

A amplitude das estimativas obtidas por diversos autores e disponiveis na
literatura, é justificavel, entre outras razdes, pela diversidade de ragas incluidas,
variabilidade das condigbes ambientais, modelos de andlise usados, métodos
utilizados para a obtengéo das estimativas, etc.

A importancia relativa das heritabilidades para os efeitos directos e maternos
nas caracteristicas de crescimento pode variar consoante a idade ou periodo
considerado. Apesar de neste trabalho n&o ter sido possivel estimarem-se os
parametros genéticos para o peso ao nascimento, Mohiuddin (1993) refere na
sua revisao que se trata de uma caracteristica em que se podem estimar valores
bastante diferentes (estimativas de 43 trabalhos apontam h%; entre 0.14 € 0.61 e
h?n entre 0.03 e 0.82). De um modo geral, para 0 peso ao nascimento, a
heritabilidade dos efeitos directos é superior a dos efeitos maternos, e esta
superioridade relativa mantém-se, apesar de diminuir, quando estimada para pesos
entre o nascimento e o desmame, e aumenta quando os valores considerados se
referem a estimativas para o peso ao desmame.

Quando considerado um peso entre o nascimento e o desmame, em que a
expressao fenotipica é, em parte, determinada pelas caracteristicas maternas
(Meyer et al., 1994), devido ao facto do animal, nesta fase, estar bastante
dependente do ambiente materno, os efeitos genéticos maternos explicam uma
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maior parte da variabilidade do peso. A uma idade mais avang¢ada, por exemplo
apdés o desmame, em que o animal ja esta mais independente da mae, e em
condi¢cées normais, com capacidade para se desenvolver separado da sua
progenitora, os efeitos directos evidenciam-se novamente como mais explicativos
da variabilidade fenotipica da caracteristica. Na nossa analise, a heritabilidade
dos efeitos maternos € particularmente baixa para o crescimento entre os 120 e
os 210 dias, ainda que nesta fase também se tenha observado uma reducéo da
heritabilidade para os efeitos directos.

A superioridade da heritabilidade dos efeitos directos relativamente a dos
efeitos maternos nas caracteristicas de conformacao, a partida ja era esperada,
uma vez que, na avaliagdo genética destas caracteristicas de conformagéo
realizada em Franca para diversas ragas, ndo séo incluidos os efeitos maternos
(INRA, 1995), considerando-se que estes efeitos explicam apenas uma pequena
parte (menos de 5%) da variabilidade total das caracteristicas de conformacao
(Bovins Limousins, 1994).

Como ja foi referido, os animais sao classificados a uma idade média préxima
dos 240 dias de idade, portanto posterior ao desmame, numa fase em que ja
estdo independentes da m&e. No entanto, como se verificou que a variabilidade
das caracteristicas DM e DS ¢, ainda que numa proporgao reduzida, justificada
pelos efeitos maternos, incluiram-se estes efeitos nos respectivos modelos de
analise.

Um dado relevante, mas néo inesperado, foi o elevado antagonismo entre
os efeitos directos e maternos em todas as caracteristicas consideradas. Na
maioria das referéncias bibliograficas (Mohiuddin, 1993; Shi, 1993; Koots et al.
1994a), com estimativas para caracteristicas idénticas, tém-se constatado valores
negativos da correlagéo entre efeitos genéticos directos e maternos (ram). Contudo,
os valores obtidos neste trabalho, para a raga Limousine em Portugal (-0.70 a
-0.91), indicam um antagonismo mais elevado do que o obtido por Shi (1993),
em Francga, na andlise de caracteristicas de crescimento na mesmaraga (-.11 a
-.47). Ainda que a maioria dos trabalhos publicados indiquem que a correlagao
entre efeitos directos e maternos € negativa em bovinos de carne, outros estudos
indicam que esta correlagéo nas caracteristicas de crescimento pode ser positiva
(Meyer et al., 1991). Van Vleck et al. (1996) sugerem que a ram para o peso ao
desmame em diferentes racas, pode apresentar valores bastante variaveis,
negativos, positivos ou préximos de zero, dependendo em boa parte da importancia
relativa das estimativas da variancia genética para efeitos directos e maternos.
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As estimativas negativas da raw indicam que alguns genes (ou grupos de
genes) tém efeitos opostos nos componentes directos € maternos das varias
caracteristicas, ou seja, animais com potencial genético superior para o
crescimento ou conformacgdo tendem a ter potencial genético inferior para
caracteristicas maternas, e vice-versa. Alguns autores sugerem que este
antagonismo pode ser devido ao efeito da selecgéo natural ao longo de muitas
geracoes (Falconer, 1989; Garrick, 1990; Van Vleck, 1993).

Quando se verifica um antagonismo entre os componentes directos e
maternos de determinada caracteristica, o progresso genético desta mesma
caracteristica pode ser afectado, ja que uma correlagdo negativa significa que o
progresso realizado num dos componentes pode condicionar a resposta no outro.
Quando num programa de selecgao se pretende atingir o progresso genético
optimo, ambos os componentes (directos e maternos) devem ser tomados em
conta e parece ser indicada a utilizacdo de um indice de selec¢gao com a
ponderag¢ao adequada dos componentes directos e maternos (Van Vleck, 1970),
tendo em conta que o efeito materno se manifesta em todos os partos de uma
fémea enquanto o efeito directo apenas se manifesta uma vez na vida do vitelo.

Para um progresso genético eficaz das caracteristicas de crescimento e
conformagdo em bovinos da raga Limousine, parece-nos imprescindivel a utilizagéo
deste tipo de indice. No entanto, dada a utilizagdo de touros Limousine em
cruzamento terminal com fémeas de outras ragas, como é frequente em Portu-
gal, a escolha destes reprodutores devera ser feita sobretudo com base no seu
valor genético directo, uma vez que o que interessa neste tipo de sistema é que o
touro transmita aos filhos um bom potencial de crescimento.

A influéncia ambiental permanente (c?) foi reduzida em todas as
caracteristicas estudadas, nula para o G210 e DS, e entre 6 e 8% da variancia
fenotipica para as restantes caracteristicas consideradas. Estes valores estao de
acordo com a maioria das referéncias bibliograficas e com os valores obtidos por
Shi (1993). Segundo diversos autores (Quaas et al., 1985; Bertrand e Benyshek,
1987; Wright et al., 1987) o efeito ambiental permanente nas caracteristicas de
crescimento e conformagéo em bovinos de carne €, de um modo geral, reduzido.

As correlagdes genéticas para os efeitos directos e maternos entre diferentes
caracteristicas de crescimento foram obtidas por maxima verosimilhanca restrita,
em analises bivariadas, e encontram-se no Quadro VII. Entre os efeitos directos,
as correlacdes foram elevadas e positivas (0.49 a 0.99), verificando-se uma das
correlagdes mais baixas (0.52) entre os efeitos directos para os ganhos antes e
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apos os 120 dias de idade. Contudo, a correlagdo genética entre efeitos directos
para o peso aos 120 e 210 dias foi bastante elevada (0.91), em parte devido a
correlacao parte-todo subjacente, ja que a correlacao entre 0 P120A e 0 G210A
foi a mais baixa (0.49).

- - - . 1
Quadro VII - Correlagdes genéticas entre caracteristicas de crescimento. )

Caracter'stica  P210, P210, G120, G120y G210, G210y

P120 5 0,91 -0,70 0,99 -0,67 0,49 -0,35

P120 y -0,63 0,93 -0,58 0,99 -0,53 0,65
P210 5 0,90 -0,61 0,81 -0,61
P210 -0,52 0,93 -0,72 0,85
G120 5 0,52 -0,34
G120y -0,58 0,66

(1): A € m representam, respectivamente, os efeitos genéticos directos e genéticos maternos.

Animais com um elevado potencial genético de crescimento até aos 120
dias de idade tendem a ser geneticamente superiores aos 210 dias de idade, e
vice versa. Estes resultados estdo de acordo com diversos trabalhos referidos
nas revisdes de Mohiuddin (1993), Shi (1993) e Koots et al. (1994b).

As correlagdes genéticas para os efeitos maternos entre as diferentes
caracteristicas de crescimento também foram elevadas e positivas (0.65 a 0.99),
indicando que animais com um valor genético materno superior para uma das
caracteristicas tendem a ter também um valor genético materno superior em
qualquer das outras caracteristicas de crescimento estudadas. Shi (1993), que
obteve resultados semelhantes para a raga Limousine em Franca, refere a
propédsito destas estimativas entre efeitos maternos que as diferentes fases de
aleitamento dos vitelos (nascimento aos 120 dias e dos 120 aos 210 dias) sao,
possivelmente, controlados pelos mesmo genes da mae. A correlagdo genética
entre G120 e G210y foi a mais baixa (0.66), apesar de positiva e elevada.

As correlagbes genéticas entre efeitos directos e efeitos maternos de
diferentes caracteristicas foram todas negativas (-0.35 a -0.72), confirmando-se
o antagonismo entre este dois componentes de crescimento, mesmo quando
estimados em diferentes fases da vida dos animais. Estes resultados demonstram
valores das correlagées entre efeitos directos-maternos superiores aos obtidos
para a raca Limousine em Franca e no Reino Unido, respectivamente, por Shi
(1993) e Crump et al. (1994), ainda que estes autores também tenham encontrado
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correlagdes negativas (respectivamente, entre -.24 e -.47 e entre -.15 € -.38).

As estimativas das correlacdes genéticas para os efeitos directos € maternos
entre as caracteristicas de conformacao estao representadas no Quadro VIil, e
indicam uma relagéo positiva e elevada quando considerado o0 mesmo componente
genético (directo ou materno). Entre efeitos directos obtive-se uma correlagao de
0.81, e entre efeitos maternos uma correlacao de 0.86. As estimativas entre os
componentes directos e maternos foram negativas mas reduzidas (-0.09 e -0.37).

Foram encontradas poucas referéncias bibliograficas com estimativas de
parédmetros genéticos em idénticas caracteristicas de conformagéo, mas podemos
referir os trabalhos de Laloé et al. (1988) e de Shi (1993), em que se obtiveram
valores semelhantes (0.87) para a correlagédo genética entre efeitos maternos do
DM e DS. A correlagéo entre efeitos genéticos directos das caracteristicas DM e
DS, contrariamente a estimada neste trabalho (0.81), foi negativa e baixa.
Naturalmente que a natureza subjectiva inerente a caracteristicas morfologicas
deste tipo dificulta a possivel comparagédo com outros trabalhos, ja que apesar de
haver uma tentativa de uniformizar critérios de classificagcao para a raga Limou-
sine, ha sempre algum grau de subjectividade, sobretudo quando um sistema de
classificacao esta em fase de implementacao.

(1
QuabRro VIII - CORRELAGOES GENETICAS ENTRE CARACTERISTICAS DE CONFORMAGAO. )

Caracter’stica DS, DSy,
DM, 0,81 -0,09
DMy -0,37 0,86

(1): A e  representam, respectivamente, os

efeitos genéticos directos e genéticos maternos.

As correlagbes genéticas entre caracteristicas de crescimento e
caracteristicas de conformacéo foram moderadas ou reduzidas, consoante os
efeitos (directos ou maternos) e as caracteristicas consideradas (Quadro IX). As
correlagcdes genéticas entre o DM e as caracteristicas de crescimento foram
reduzidas, excepto com o P210, em que se verificaram correlagdes de 0.52
(DMa*P2104p) e de 0.77 (DMm*P210Mm). Os mesmos tipos de efeitos (directo ou
materno) nestas duas caracteristicas parecem estar, de certo modo, geneticamente
associados.

Quanto ao DS, apenas os efeitos maternos estdo geneticamente associados
aos efeitos também maternos das caracteristicas de crescimento. As correlagoes




Revista Portuguesa de Zootecnia, Ano X, N° 1 (2003)

entre efeitos directos e maternos, incluindo o DS e as caracteristicas de
crescimento, foram, na sua maioria reduzidas e negativas.

- . . - 1
Quabro IX - CORRELAQOES GENETICAS ENTRE CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO E CONFORMAGAO. o

Caracter'sticas  P120, P120y P210, P210y G120, G120y G210, G210y

DMa 0,10 0,13 0,52 -0,28 0,23 0,01 0,04 -0,01
DMy, -0,10 0,70 -0,21 0,77 -0,04 0,71 -0,15 0,56
DSa 0,12 -0,23 0,13 -0,32 0,26 -0,38 -0,07 0,00
DSy 0,01 0,50 -0,13 0,58 -0,14 0,60 -0,13 0,36

(1): A M representam, respectivamente, os efeitos genéticos directos e genéticos maternos.

Mohiuddin (1993) refere sobre as correlagdes entre caracteristicas de
crescimento e conformagao, que parece haver poucos genes que afectem em
simultdneo ambos os tipos de caracteristicas, dai resultando reduzidas correlagbes
genéticas, podendo assim concluir-se que a selec¢ao pelo tipo ndo resultara em
progresso genético apreciavel no valor genético directo ou materno para o peso
aos 120 ou 210 dias.

CONCLUSOES

Os resultados deste estudo devem ser considerados como preliminares, na
medida em que o numero de animais envolvidos nao foi elevado e o grau médio
de conexao entre exploragdes foi reduzido. Prevé-se que o numero de animais a
incluir em futuras andlises aumente progressivamente, uma vez que se pretende
dar continuidade ao controlo de performances. A necessidade de estabelecer um
esquema de conexao entre exploragdes, conseguida por utilizacédo alargada de
sémen de touros de referéncia, devera ser levada em consideragdo pela
Associacao de Criadores de Limousine, pelo facto de ser um elemento
determinante para uma correcta estimativa dos parametros e valores genéticos.

De futuro, outras caracteristicas deverao ser consideradas na avaliagao
genética, nomeadamente, 0os pesos ao nascimento e ao abate e, dentro do
possivel, algumas caracteristicas relacionadas com a carcaga, tais como o peso,
a conformacéo e classificagdo. Algumas caracteristicas reprodutivas, como o
intervalo entre partos, poderédo brevemente vir a ser incluidas.

A curto prazo, os resultados da avaliacdo genética deverao tornar-se um
instrumento de gestao para os criadores de Limousine, e para qualquer outro
criador que pretenda adquirir animais desta raga. Posteriormente, os resultados
das futuras avaliacdes genéticas realizadas em Portugal poderao ser incluidos
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na divulgagao anual do “Conseil Internacional Limousin”, que em 1998 publicou
dados de avaliagdes realizadas em cinco grupos de paises: Australia-Nova
Zelandia, Dinamarca, Franga-Italia-Luxemburgo, Reino Unido e EUA-Canada.
Os resultados deste trabalho demonstram que a variabilidade genética
existente, sobretudo para efeitos directos nas caracteristicas de crescimento (os
mais importantes numa raca utilizada em cruzamento terminal), permite encarar
com optimismo a evolugao esperada de um programa de selec¢éo bem conduzido.
Os aspectos principais deste programa (manutencao de genealogias, controlo de
performances e inseminacao artificial) estio ja postos em pratica, havendo apenas
que alargar o ambito de actividades e fazer alguns ajustamentos que permitam
tornar mais eficaz o programa de selecgao da raga Limousine em Portugal.
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IN SITU DEGRADABILITY OF DRY MATTER AND NEUTRAL
DETERGENT FIBER FROM COAST CROSS HAY AND OF DRY
MATTER FROM CORN IN BUFFALOES RECEIVING TWO
ROUGHAGE:CONCENTRATED RATES

D.S.A. ABLas, R.A. FranzoLIN NETO, J.C.M.A. NoGUEIRA FiLHO, E.A.L.A. TiTTO €
A.M.F.B. PEREIRA

(Aceite para publicagis em 9 de Abril dz 2007)

ABSTRACT

This trial was conducted with four canulated adult male buffaloes of Mediterraneum
breed. The animals were submited in two experimental periods at two diets: VOL80
(20 % concentrated and 80 % roughage) and CON80 (80 % concentrated and 20 %
roughage). The dry matter (MS) and the neutral detergent fiber (NDF) degradability
was valued from Coast cross hay and also the dry matter degradability from grain
corn. The results showed that the dry matter and neutral detergent fiber degradability
were higher in VOL80 than CON80.

Key-words: buffaloes, corn, degradability, dry matter, fiber, hay, nutrition, rumen

DEGRADABILIDADE IN SITU DA MATERIA SECA E FIBRA EM
DETERGENTE NEUTRO DE FENO DE COAST CROSS E DA
MATERIA SECA DE MILHO EM BUFALOS RECEBENDO DUAS
PROPORCOES DE VOLUMOSO:CONCENTRADO

RESUMO

No presente trabalho utilizaram-se quatro bufalos machos, adultos, da raga
Mediterraneo, fistulados no rimen. Os animais foram alimentados, em dois periodos
experimentais, com duas dietas diferentes: VOL80 (20 % de concentrado e 80 % de
volumoso) e CON80 (80 % de concentrado e 20 % de volumoso). Foi efectuada a
avaliagdo da degradabilidade da matéria seca (MS) e fibra em detergente neutro
(NDF) do feno de Coast cross e da MS do milho em grdo. Os resultados mostraram
que a degradabilidade da MS e da NDF foi mais elevada no tratamento VOL80 do
que no tratamento CONBSO.

Palavras-chave: bufalos, degradabilidade, feno, fibra, matéria seca, milho, nutrigao,
ramen

INTRODUCAO

Actualmente, o Brasil apresenta um dos maiores rebanhos bubalinos do mundo
ocidental, contando com aproximadamente 3.000.000 de animais. Metade encontra-
se no estado do Para e o restante esta distribuido pelo pais. Os bufalos, devido a
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sua resisténcia e boa adaptacao ao clima tropical podem ser criados tanto nas
regides Norte e Nordeste como nas regides Sul e Sudeste, sem prejuizo de sua
producédo, aproveitando muito bem as pastagens nativas de cada local. Estas
caracteristicas tornam o bufalo um animal interessante do ponto de vista zootécnico,
justificando as pesquisas que tém sido efectuadas na area de bubalinocultura.

O bufalo é conhecido como um animal que apresenta grande rusticidade no
aproveitamento de alimentos volumosos fibrosos, embora a informagéo cientifica
sobre a sua nutricdo em diversos sistemas de alimentagéo seja escassa. Na maioria
dos sistemas de produgao de ruminantes, s&o utilizados na formulacao de dietas
varios tipos de alimentos. A combinagéo correcta dos alimentos pode melhorar a
eficiéncia da utilizagéo da alimentagéo para cada tipo animal.

A relacéo volumoso:concentrado estabelece o potencial de produtividade
animal, juntamente com as suas caracteristicas genéticas, principalmente, pelo
nivel energético da dieta. A adicdo acentuada de grdo na dieta de ruminantes
promove alteragdes no ambiente ruminal, com modifica¢cdées na dindmica e na
populagdo microbiana e, consequentemente, na digestdo e fermentacao dos
nutrientes. O conhecimento dos parametros ruminais em bubalinos nestas condigbes
é de grande importancia na definico de estratégias de alimentagao para uma melhor
eficiéncia produtiva.

Dado que os graos séo ricos em amido, 0 seu uso em niveis moderados a
elevados na dieta, pode conduzir a uma redugao na digestédo da fibra (Chase e
Hibberd, 1987). Aparentemente, apesar dos mecanismos através dos quais os
hidratos de carbono nao estruturais interactuam na redugao da fibra nao estarem
completamente esclarecidos, o provavel mecanismo principal para a redug¢ao da
digestao de fibrain vivo é a diminui¢éo da actividade celulolitica, devido as condi¢des
de acidose ruminal associadas a uma rapida fermentagéo do amido.

Mertens e Loften (1980) referem que a adi¢cdo de amido a dieta pode alterar a
cinética da digestao da fibra, mesmo em pH mais elevado. Estudos realizados in
vitro da digestéo da fibra, com pH de 6,8, observou-se que quantidades crescentes
de amido provocaram um aumento linear no tempo de colonizagéo, sem alteragéo
da taxa de degradagéo da fibra ou da degradabilidade potencial. Estes autores
sugeriram que a cinética da digestao da fibra podia ser alterada pelas mudancgas
da taxa de degradagao, no tempo de coloniza¢ao, na degradabilidade potencial de
NDF ou ainda da combinacao dos trés mecanismos.

Segundo Huntington e Givens (1995), a interacao entre hidratos de carbono
fermentesciveis e os mais lentamente degradaveis pode resultar na completa
degradabilidade para componentes individuais. Estes efeitos sdo os chamados
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“efeitos associativos” (Oliveros et al., 1989; Jrskov e Ryle, 1990), os quais podem
ser positivos ou negativos. Siddons e Paradine (1981), Castrillo et al. (1992) e Petit
(1992) também observaram um aumento da degradabilidade da proteina (N) de
diversos suplementos protéicos, quando as dietas apresentaram maior quantidade
de forragem do que de concentrado; embora as diferentes proporcdes de
concentrado e volumoso néo tivessem efeito na degradabilidade efetiva da MS.

Chademana e Offer (1990) observaram que a degradagéao do feno € o pH
ruminal sdo inversamente proporcionais a quantidade de concentrado da dieta, ou
seja, quanto mais concentrado na dieta menor é a degradabilidade da MS e menor
o pH).

Ganev et al. (1979) e Lindberg (1981) encontraram um decréscimo na
degradagéo da MS em sacos, de acordo com 0 aumento do conteddo de cereal na
dieta basal e sugeriram que amostras com contetudo elevado de parede celular
eram mais susceptiveis a degradabilidade ruminal.

Masucci et al. (1997), num estudo efectuado com bufalos e ovelhas,
demonstraram que a fracgéo soluvel, a fracgao insollvel potencialmente degradavel
e a taxa de degradacao/h em dietas com 60% de concentrado foram maiores do
que nas dietas com 40 e 20% de concentrado, especialmente em bufalos. Os
mesmos autores observaram que quanto menor é a propor¢ao volumoso:
concentrado, maiores sdo os valores da fracgao insoluvel potencialmente degradavel
e da degradabilidade efetiva.

Jrskov e Ryle (1990) sugerem que a técnica in situ pode ser uma importante
ferramenta para estudar os efectuados associativos sobre os valores de
degradabilidade dos alimentos, porque esta técnica parece ser mais susceptivel
as altera¢des na composicéo da dieta. Devem ser tomados cuidados para assegurar
que os valores de degradabilidade de alimentos fornecidos possam ser significativos.

O objectivo do presente trabalho foi o de avaliar o metabolismo ruminal em
bufalos alimentados com duas dietas opostas, uma elevada em volumoso (80%
MS) e outra em concentrado (80% MS) através da determinagao da degradabilidade
de nutrientes do feno de Coast-cross em duas granulometrias (2 e 4 mm) e do
milho em grao quebrado (retido em peneira de 2 e 1 mm); pH, teor em amonia e
taxa de passagem do liquido ruminal.

MATERIAIS E METODOS

A experiéncia foi realizada nas instalacdes do Estabulo Experimental do Cam-
pus de Pirassununga da Universidade de Sao Paulo. Foram utilizados 4 bufalos
machos, adultos, da raca Mediterraneo com fistulas ruminais. Os animais
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permaneceram separados com disponibilidade individual de cocho de cimento,
permitindo avaliar o consumo de alimento através da sua pesagem e das sobras
no cocho, e de bebedouro automatico.

O delineamento experimental adoptado foi casuistico com repeticdo no tempo,
onde todos os animais foram submetidos aos dois tratamentos em dois periodos.
Os tratamentos consistiram em 2 dietas com duas diferentes relagdes
volumoso:concentrado: VOL80 (20% de concentrado e 80% de volumoso) e CON80
(80% de concentrado e 20% de volumoso).

No Quadro | observam-se as proporgdes de ingredientes utilizadas nos
tratamentos.

QuADRO | — COMPOSIGAO BROMATOLOGICA DOS INGREDIENTS COM BASE NA MATERIA SECA.

Ingredientes

Nutrientes Feno de coast-cross Milho em gr<os Farelo de soja
Mat'ria seca 89,45 88,99 89,00
Prote’na bruta 5,96 10,13 50,18
NDF 86,11 18,07 16,00

As dietas integravam feno de coast-cross (volumoso) e milho em grao inteiro
(volumoso). A quantidade de dieta fornecida foi calculada em fung@o do consumo
durante o periodo de adaptacao, de forma a ndo existirem sobras. Durante o
arragoamento, volumoso e concentrado foram fornecidos simultaneamente, com
agua até a saciedade. Os ingredientes das dietas foram pesados em balanga
electrdnica (Gehaka), com capacidade para 150 kg e sensibilidade de 100 g.

O primeiro periodo experimental foi iniciado no dia 02/10/98 e teve duragéo
de 31 dias. Com a finalidade de obtermos uma maior padronizagdo dos
microrganismos ruminais, foram realizadas duas reinoculagdes do conteddo ruminal
em todos os animais. Para tal, foram retirados 2 | da mistura de liquido e sélido do
raimen de cada animal, sendo colocados todos num mesmo balde. Apés
homogeneizagao, foi retornada a mesma quantidade retirada em cada animal.

Durante os 6 primeiros dias, os animais receberam dietas com idénticas
proporg¢oes de volumoso e concentrado e no quarto dia foi efectuada a primeira
reinoculagao do conteudo ruminal. No sétimo dia, foi efectuada a segunda
reinoculagéo e tiveram inicio os tratamentos experimentais com os bufalos 1 e 2
recebendo o tratamento VOL80 e os bufalos 3 e 4, o tratamento CON80. O segundo
periodo experimental teve inicio no dia 04/11/98, seguindo-se a mesma metodologia
utilizada no primeiro periodo, invertendo-se os tratamentos nos animais, ou seja,
animais 1 e 2 (CONC80) e 2 e 3 (VOL80).

30



Ablas et al.

Os animais foram alimentados diariamente em duas refeigbes, as 7 eas 15 h.
O concentrado e o volumoso foram colocados simultaneamente no cocho, de forma
a possibilitar a ingestao de todo o alimento. As sobras foram recolhidas antes da
proxima alimentagao e pesadas para o célculo do consumo. Entre 0 25 e 0 300
dias de experiéncia de cada uma das fases, foi efectuada a avaliagdo da
degradabilidade. Todas as medidas e coletas foram realizadas na parte da manha,
antes da alimentagao dos animais.

A degradabilidade da MS e NDF do feno de Coast cross e da MS do milho em
gréao foram determinadas através da técnica de sacos de nailon in situ, conforme
descrito por Qrskov et al. (1980). Para tal, foram utilizados sacos de naylon, com
porosidade de 53 m (11 x 20 cm), amarrados a pesos para se manterem submersos
no conteudo ruminal.

O milho e o feno colocados nos sacos eram dos mesmos ingredientes utilizados
nas dietas. Durante a incubacao, os sacos foram presos a canula ruminal atraves
de um fio de naylon (50 cm), permitindo a sua livre movimentacao no interior do
ramen.

O feno foi moido num moinho do tipo Wiley com peneiras de 2 e 4 mm
(respectivamente, feno 2 e feno 4). O milho, quebrado grosseiramente em moinho
tipo martelo, de grande porte, foi passado por trés peneiras de solo (Telastem). O
material que passou pela peneira de 4,76 mm (peneira Tyler 4, USBS 4) foi
novamente utilizado em peneirade 2 mm (Tyler 9, USBS 10) e o material retido foi
chamado de milho 2. O material que passou pela malha de 2 mm foi novamente
peneirado em 1mm (Tyler 16, ABNT 18) e o material retido nesse processo foi
chamado de milho 1.

Os sacos, previamente identificados, foram pesados numa balanga analitica
de preciséo e receberam aproximadamente 8 g da amostra de feno de Coast Cross
picado ou 11 g da amostra de milho.

As amostras de feno e de milho foram incubadas durante 6, 12,24,48 e 72 h
no rimen. Imediatamente apos a retirada dos sacos, nos tempos pré-determinados,
foram lavados @ m&o em baldes até que o liquido de lavagem ficasse incolor, sendo
colocados em estufa a 65 °C durante 72 h e, posteriormente, foram pesados e
submetidos a andlises bromatol6gicas. As amostras obtidas apds a incubagao foram
processadas em moinho tipo Wiley numa peneirade 1 mm.

A curva de desaparecimento da MS foi determinada pela diferenca de
pesagens dos sacos antes e apos a incubacio, com base na amostra seca a
100 °C por no minimo 4 h.

O desaparecimento do NDF do feno foi calculado da mesma forma, sendo a

31



Revista Portuguesa de Zootecnia, Ano X, N° 1 (2003)

diferenca entre 0 peso do saco antes daincubacao, ou pés-incubacéo, e 0 peso do
saco vazio multiplicados pelas respectivas percentagens de NDF.

Os valores da degradabilidade foram ajustados pelo modelo de @rskov e
McDonald (1979). Os parametros do modelo de regressao nao linear pelo método
de quadrados minimos foram obtidos através do procedimento ndo linear (PROC
NLIN), do programa computacional Statistical Analysis System (SAS Institute Inc.,
1985).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais apresentaram um peso médio de 635 kg no final da experiéncia e
o consumo médio de MS de 56,96 g kg na dieta com 80 % de volumoso e 50.01
g kg com 80% de concentrado.

Verificou-se uma redugéo da degradabilidade da MS no tratamento com 80%
de concentrado (Quadros Il e V). Estes dados estdo de acordo com os encontrados
por Ganev et al. (1979), Lindberg (1981) e Chademana e Offer (1990), os quais
registraram um decréscimo da degradagao da MS com o aumento da proporgéo de
concentrado, sugerindo que maiores propor¢cdes de fibra sofrem maior
degradabilidade ruminal, contrariamente aos resultados de Masucci et al. (1997).

QuADbRO Il — CARACTERISTICAS DA DEGRADABILIDADE IN SITU (%) DA MATERIA SECA E FIBRA EM DETERGENTE

NEUTRO DO FENO DE COAST CROSS COM GRANULOMETRIA DE 2 mm.

Tratamentos

VOL 80 Con 80 Teste F'
MATLRIA SECA
a’ 8,70 12.94 NS
b® 61,40 34.88 *
c! 0,0460 0.0469 NS
DP® 70,10 47.82 *
DE2° 51,02 36.06 *
DE4° 41,11 30.70 *
DE8® 30,84 25.26 *
FIBRA EM DETERGENTE NEUTRO
a’ 3,43 3.89 NS
b® 66,09 40.54 *
c! 0,0507 0.0660 NS
DP® 69,52 44.44 *
DE2° 50,49 34.48 *
DE4° 40,05 28.76 *
DE8® 28,836 22.17 NS

1 Teste F = * diferenga significativa em P<0,05, NS= N&o significativo; a = f@cgéo soluvel, b3 =
fracgdo insollvel potencialmente degradavel; ¢ = taxa de degradacédo/h; DP™ = Degradabilidade
efectiva estimada assumindo taxa de passagem de 0,02, 0,04 e 0,08/h, respectivamente.
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Também se observou uma reducdo da degradabilidade da fibra em
detergente neutro (Quadro lll), o que esta de acordo com os resultados de Chase
e Hibberd (1987). Estes autores salientam que niveis moderados a elevados de
grao rico em amido podem reduzir a digestao da fibra. Em contrapartida, Mertens
e Loften (1980) ndo encontraram alteracao na taxa de degradacao da fibra quando
utilizaram quantidades crescentes de amido.

QuADRO Il — CARACTERISTICAS DA DEGRADABILIDADE IN SITU (%) DA MATERIA SECA E FIBRA EM DETERGENTE
NEUTRO DO FENO DE COAST CROSS COM GRANULOMETRIA DE 4 mm.
Tratamentos
VOL 80 Con 80 Teste F'
MATORIA SECA
a’ 7,46 14,48 NS
b® 62,80 59,41 NS
c* 0,04098 0,03608 NS
DP® 70,26 73,89 NS
DE2° 48,59 52,36 NS
DE4°® 38,33 42,35 NS
DE8® 28,17 32,73 NS
FIBRA EM DETERGENTE NEUTRO
a’ 7,15 4,201 NS
b® 73,52 45,51 *
c* 0,06145 0,03119 NS
DP® 66,38 49,71 *
DE2° 47,50 31,54 *
DE4® 36,66 23,87 *
DE8® 24,39 16,85 NS

1 Teste F = * diferenga significativa em P<0,05, NS = Néo significativo; a = fraccéo solavel; b=
fraccdo insoltvel potencialmente degradavel, ¢ = taxa de degradagédo 7h; DP™ = Degradabilidade
Potencial, DE2", DE4 e DE8 (= degradabilidade efectiva estimada assumindo taxa de passagem
de 0,02, 0,04 e 0,08/h, respectivamente.
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Figura 1. Médias dos desaparecimentos da matéria seca de feno de Coast cross com granulometrias de 2 e 4mm, em
sacos de naylon no rimen.
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RETIDO EM PENEIRAS DE 1mm (milho 19 e 2 mm 8 milho 2).

QuADRO |V - CARACTERISTICAS DA DEGRADABILIDADE IN SITU (%) DA MATERIA SECA DO GRAO DE MILHO QUEBRADO

Tratamentos

VOL 80 Con 80 Teste F’
MATORIA SECA - MILHO 1
a’ 3,11 8,82 NS
b® 99,98 81,95 *
c* 0,04869 0,04254 NS
DP® 103,10 90,77 NS
DE2° 73,68 63,76 NS
DE4° 57,75 50,37 NS
DE8® 40,82 36,85 NS
MATCRIA SECA - MILHO 2
a’ --3,90 6,78 NS
b® 106,05 80,37 *
c* 0,0419 0,03377 NS
DP® 102,14 87,14 NS
DE2° 67,66 54,48 *
DE4° 50,17 41,36 *
DE8® 32,45 29,28 NS

1 Teste = F = * diferenca significativa em P<0,05, NS = N&o significativo; a’= fracgao soluvel; b°

= fraccdo msoluvel potenmalmente degradavel, ¢’ = taxa de degradagao/h; DP°= degradabilidade
potencial; DE2°, DE4° e DE8® = degradabilidade efectiva estimada assumindo taxa de passgem
de 0,02, 0,04 e 0,08/h, respectivamente.

Nas figuras 1, 2 e 3 é possivel observar que os desaparecimentos de MS
e NDF foram sempre maiores para a dieta com 80% de volumoso, tanto para o
feno de Coast cross quanto para os graos de milho.

Figura 2. Médias dos desaparecimentos da fibora em detergente neutro de feno de Coast cross com granulometrias de 2
e 4mm, em sacos de naylon no rimen.
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Figura 3. Médias dos desaparecimentos da matéria seca do milho em gréos retidos em peneiras de 1 e 2mm, em sacos
de naylon no rimen.
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ABSTRACT

The degradabilities of DM and CP and NDF were evaluated through “in situ” naylon
bags technichs on the rumen of four zebu cattle and four buffalo castrated males with
cannulae fistulated in an complete randomized design with repetition in the time. The
degradabilities revelead that the buffaloes take advantage when received roughage
of poor quality that the zebu cattle.

Key Words: buffaloes, degradability, fiber, dry matter, protein, rumen, zebu cattle

DEGRADABILIDADE IN SITU NO RUMEN DE ZEBUINOS E
BUBALINOS SUBMETIDOS A DIETAS COM VOLUMOSOS E
CONCENTRADOS

RESUMO

Foi estudada a degradabilidade da MS, PB e NDF através da técnica de sacos de
naylon no rimen de 4 zebuinos e 4 bubalinos, machos castrados fistulados. Os
animais foram alimentados com dietas idénticas de feno de graminea (65 %) e
concentrado (35 %), tendo-se utilizado um delineamento inteiramente casualizado,
com repeticdo no tempo. Os valores de degradabilidade revelaram que os bubalinos
aproveitam melhor o alimento volumoso de baixa qualidade do que os zebuinos.
Palavras-chave: bubalinos, degradabilidade, fibra, matéria seca, proteina, rimen,

zebuinos

INTRODUCAO

O maior ou menor aproveitamento da fibra e proteina pelos ruminantes,
dependem da concentragdo de microrganismos ruminais e a sua capacidade de
adeséo e penetragdo no substrato, (Hungate, 1966; Latham, 1980; Jouany et al.,
1981 a,b; Jouany e Senaud, 1982; Orpin, 1985; Bonhomme, 1990). As bactérias
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e 0s aminodcidos livres do liquido ruminal sdo fontes importantes de N para os
protozoarios ciliados, potencializando o “pool” metabdlico no processo de
degradacao ruminal (Onodera Kandatsu, 1970; Bonhomme-Florentin, 1974;
Coleman, 1980, 1986; Wallace e MacPherson, 1987; Bonhomme, 1990).

Nogueira Filho et al. (1998) concluiram que os zebuinos apresentam no
rdmen maior concentragdo média total de protozoarios ciliados do que os
bubalinos, demonstrando melhores condicbes de adaptagdo ruminal a esses
unicelulares. De acordo com Franzolin et al. (1997), as dietas exclusivamente
constituidas por silagem de sorgo e feno de alfafa em bufalos, conduzem a uma
fauna ruminal semelhante, embora a degradabilidade in situ da MS e PB do feno
de alfafa fossem superiores, ocorrendo maior solubilidade e menor taxa de
degradacéo na silagem.

Mc Allister et al. (1994) enfatizaram que os tecidos de forragens e grdos de
cereais sdo protegidos por uma cuticula que dificulta a adeséo, penetracao e
consequentemente a degradagédo. Quando a digestdo da parede celular das
plantas é efectuada, os polissacaridos sdo removidos, e os acido fendlicos
acumulam, formando uma placa de proteccao dos tecidos a possiveis ataques.
Deste modo, os ruminantes que possuem uma microflora com esterases feruloil
e coumaril, necessarias para romper estes dimeros fendlicos, poderiam ter um
maior impacto na digestdo da parede celular. No caso da matriz proteica do
endosperma do milho, a resisténcia é muito elevada a adesao e penetracgéo,
ocorrendo uma grande passagem do amido para o intestino delgado.

Neste sentido, a transformagéo da integridade das plantas pode ter um efeito
profundo sobre os processos microbianos de adesao e penetragao e, por ultimo,
na eficiéncia com que os ruminantes degradam um alimento.

Segundo Giger-Reverdim et al. (1991) e Zhao et al. (1993) as actividades
celuloliticas no rumen decrescem nos animais com niveis baixos de volumosos,
provocando diminui¢do no pH do liquido ruminal e, consequentemente, uma
diminuig&o drastica dos microrganismos que degradam as fibras.

Sefrin (1994) verificou que a degradabilidade da MS e NDF do feno de capim
“coast-cross” foi mais baixa no tratamento com menor porgao de volumoso (40%)
em relagdo aos teores de 60, 80 e 100%, e nos tempos de incubagao ruminal
igual ou superiores a 24 h, utilizando bovinos mesticos europeu vs. zebu.

Valadares Filho et al. (1990) referem valores de degradabilidade efectiva de
37,0 e 53,8%, respectivamente da MS e PB do farelo de algodao com 32% de
PB, considerando uma taxa de passagem de 5% por hora. Sonksen (1994) indica
que a degradabilidade da MS e PB do farelo de algodao num periodo de 24 h,
recomendando que em trabalhos sobre degradagao da proteina do rimen, o tempo
minimo de incubacao seja igual a 48 h.
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Castillo et al. (1993) encontraram degradabilidades aparentes da MS e PB
do farelo de algodao de 55,3 € 84,3% e de 84,8 € 57,7% para as mesmas fracoes
em fuba de milho, em tempo de incubagéo de 48 h, enquanto Aroeira et al. (1993)
detectaram degradabilidade efectiva de 49,3 e 61,8% para MS e PB do farelo de
algodao, com taxas de degradacao, respectivamente de 4,0 e 4,7% por hora.

Este ensaio teve por objectivo avaliar as degradabilidades da MS, PB e
NDF, através da técnica de sacos de naylon in sifu, em zebuinos Nelore e bubalinos
daraga Mediterraneo, alimentados com feno de capim “coast-cross” e concentrado.

MATERIAL E METODOS

A experiénciafoi realizada no Campus Administrativo de Pirassununga, S.P.,
na Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de Séo
Paulo. Foram utilizados oito bovideos machos, quatro bovinos da raga Nelore e
quatro bubalinos da raga Mediterraneo, possuindo canulas ruminais. Os zebuinos
tinham um peso médio de 530 +20 kg e trés anos de idade, enquanto os bubalinos
tinham 520 * 14 kg e dois anos de idade.

Os bovideos foram alojados em baias individuais num estébulo experimen-
tal de alvenaria, com cochos e bebedouros automaticos individualizados, onde
permaneceram confinados durante o ensaio, recebendo alimento até a saciedade
as8e 16 h.

A dieta era constituida por feno de capim “coast-cross” (Cynodon dactylon —
65%), concentrado (20% de fubd de milho e 15% de farelo de algodéo), e sal
mineral no cocho a vontade. A dieta tinha 9,9% de proteina bruta (PB), 88,8% de
matéria seca (MS), e 2,4 Mcal/kg de energia digestivel (ED). O consumo foi de
2,0% do peso vivo animal, equivalente a 10,60 kg de dieta por dia.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes, num esquema de parcelas subdivididas, sendo a espécie (bovina e
bubalina) o tratamento nas parcelas e a degradabilidade da MS e PB do farelo de
algodao e fuba de milho executadas em sete tempos de incubacéo (0; 1,5; 3,0;
6,0; 12,0; 24,0; e 48,0 h) o tratamento nas subparcelas. A degradabilidade da MS,
PB e NDF do feno de capim “coast-cross” foram executadas em nove tempos de
incubacao (0; 1,5; 3,0; 6,0; 12,0; 24,0; 48,0; 72,0; € 96,0 h).

Quando a interacg¢do espécie x tempo foi estatisticamente significativa,
procedeu-se a determinagéo de uma curva de desaparecimento de cada uma
das fracgbes analisadas, para cada uma das espécies animais, segundo o modelo
matematico proposto por Orskov e Mc Donald (1979). A degradabilidade efectivas
foi calculada de acordo com Energy (1993). Para avaliacdo dos dados utilizou-se
a analise de variancia com o modulo GLM do SAS (1987).
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Cada periodo experimental teve a duragao de seis semanas, sendo as quatro
primeiras o periodo de adaptacdo dos animais a dieta e instalagdes; na sexta
semana foi efectuada a prova de degradacao, utilizando-se sacos de naylon. As
amostras dos ingredientes foram moidas em peneiras de 2,0 mm e cada saquinho
continha uma quantidade de aproximadamente 7,0 g. Apds serem colocados no
saco ventral do rimen para sofrerem a incubagao, foram retirados e lavados
numa maquina semi-automatica durante vinte minutos. Apos secagem em estufa
de ventilagéo forgada foram pesados.

As determinagdes de MS foram realizadas pelo método de secagem em
estufa de ventilacdo forcada a 65 °C por 72 h. A composi¢cado quimica dos
componentes da dieta foi determinada de acordo com a metodologia do A.O.A.C.
(1970).

Adeterminacao da fibra (NDF), foi efectuada pela técnica de Goering e Van
Soest (1970), e da PB pela técnica de microkjeldahl de acordo com A.O.A.C.
(1970).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O Quadro | mostra a degradabilidade efectiva da MS e PB do farelo de
algodao e do fuba de milho para ambas espécies animais, assim como as variaveis
“a”, “b” e “c” calculadas consoante Orskov e McDonald (1979).

QuADRO | - DEGRADABILIDADE EFECTIVA (Dg) DA MATERIA SECA E DA PROTEINA BRUTA DO FARELO DE ALGODAO E
DO FUBA DE MILHO NO RUMEN DE ZEBUINOS E BUBALINOS.

1

Varidveis Matéria Seca Proteina Bruta

Farelo de Algodao Fubi de Milho 2 Farelo de Algodido Fubd de Milho

Zebuinos  Bubalinos Zebuinos  Bubalinos  Zebuinos _Bubalinos  Zebuinos _Bubalinos

a (%) 13,50 13,41 9,90 13,02 9,83 10,46 11,43
b (%) 58,52 40,95 80,74 69,03 70,06 90,78 75,81
c (%) 0,499 0,060 0,126 0,072 0,045 0,049 0,057
Dg (%) 65,22 29,12 87,04 47,64 37,06 49,11 45,62

1 Variaveis "a", "b" e "c" estimadas conforme Orskov e McDonald (1979).
2 Os valores 2a", "b" e "c" ndo foram individualizados para zebuinos e bubalinos, por ndo apresentarem diferencas
significativas entre espécies animais.

Os resultados da degradabilidade da MS e PB do farelo de algodao e fuba
de milho nos diferentes tempos de incubacao no liquido ruminal de zebuinos e
bubalinos e suas respectivas equacdes de regressao e coeficientes de
determinacgdo (R2) estao ilustradas nas Figuras 1, 2, 3 e 4.

Da analise da Fig. 1 e do Quadro |, conclui-se que existem diferencas
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significativas entre espécies animais, tempo de incubacéao e espécie em funcao
do tempo (p<0,05) na degradacao da MS do farelo de algodao, o que permite
concluir que os zebuinos tiveram melhor aproveitamento da MS do que os
bubalinos (P<0,05), conforme pode ser evidenciado pelo potencial de
degradabilidade da equacéo de regresséo (Fig. 1), onde os bubalinos apresentam
valores de 54,36%, contra 72,02% dos zebuinos, embora os coeficientes de
determinacao (R2) sejam bastante proximos, R2 = 0,94 e R2 = 0,96
respectivamente, para bufalos e Nelore (Fig. 1).
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Figura 1. Degradabilidade da MS do farelo de algodao, em bubalinos (Mediterraneo) e zebuinos

(Nelore).
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Figura 2. Degradabilidade da MS do fuba de milho, em bubalino (Mediterraneo) e zebuinos
(Nelore).
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Os valores desta variavel sdo superiores aos observados por Valadares
Filho et al. (1990), Aroeira et al. (1993) e Castillo et al. (1993), para a MS do
farelo de algodao, devido provavelmente ao maior tempo de incubacao do presente
trabalho (96 h), ao contrario das 72 h nos outros estudos citados.

A degradacao da MS do fuba de milho (Fig. 2 e Quadro |) ndo apresentou
diferenca significativa entre espécies (P>0,05), e entre espécies em fungéo do
tempo de incubagéo do alimento energético (P>0,05), no entanto, esta significancia
foi observada em fungédo do tempo de incubagédo (P<0,05), pressupondo que
ambas espécies de ruminantes aproveitaram de modo idéntico a MS deste
ingrediente da dieta (potencial de degradabilidade igual a 90,64% e R2 = 0,99
(Fig. 2). Castillo et al. (1993), observaram em vacas gestantes 7/8 holandés x
zebu, para tempos de incubacgéo de 48 e 72 h, valores de digestibilidade da MS
do fuba de milho, muito semelhantes ao deste trabalho.

No Quadro | e Fig. 3 e 4 apresentam-se os valores da degradabilidade da
PB do farelo de algodéo e do fuba de milho, nos diversos tempos de incubagéo
no liquido ruminal de zebuinos e bubalinos e suas respectivas equagdes de
regressao e coeficientes de determinagéo (R2).

Na degradacao da PB do farelo de algodao (Fig. 3), verifica-se que nao
existem diferencas significativas entre espécies animais (P>0,05), mas sim entre
espécies em fun¢ao do tempo (P<0,05), e no tempo de incubagao (P<0,05). Daqui
pode-se concluir que em determinados momentos da degradacao, os zebuinos
foram superiores aos bubalinos no aproveitamento desta fracgéo do farelo de
algodao, e que os Nelore degradam melhor a PB deste ingrediente do que os
bufalos (Fig. 3), com potenciais de degradabilidade de 79,89 e 82,05%,
respectivamente, para bubalinos e zebuinos e R2 = 0,98 (bufalos) e 0,97 (Nelore)
(Fig. 3).
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Figura 3. Degradabilidade da PB do farelo de algodao, em bubalinos (Mediterraneo) e zebuinos
(Nelore).
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Da observacao da Fig. 4 e Quadro | verifica-se que na degradagéo da PB do
fuba de milho, existem diferencas significativas entre as duas espécies animais,
tempo de incubacgao, e espécies em funcao do tempo (P<0,05), de modo que os
Nelore em 48 h degradaram mais a PB deste ingrediente que os bubalinos (91,16
contra 81,79%), aproveitando melhor esta fracgado. Os potenciais de
degradabilidade e os R2 em bubalinos e zebuinos, foram, respectivamente, 87,24
e 101,24% e R2 = 0,97, em ambas espécies animais (Fig. 4). O potencial de
degradabilidade do Nelore ultrapassou 100%, provavelmente devido a erros de
determinagédo laboratorial. Também na degradabilidade da fracgéo protéica, os
resultados encontrados para fubé de milho e farelo de algodao deste ensaio séo
superiores aos apresentados por Castillo et al. (1993).

£ 100 - -
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Figura 4. Degradabilidade da PB do fuba de milho, em bubalinos (Mediterraneo e zebuinos (Nelore).

O Quadro Il e as Fig. 5, 6 e 7 mostram os valores da degradabilidade da
MS, PB e NDF do feno de capim “coast-cross” nos diversos tempos de incubacao
no liquido ruminal de zebuinos e bubalinos e as respectivas equagdes de regressao
e coeficientes de determinagéo (R2).

Da andlise da Fig. 5 e Quadro Il conclui-se que para a degradacao da MS
do feno de capim “coast-cross” verificam-se diferengas significativas entre as duas
espécies de bovinos, tempo de incubacao, e espécies em funcao do tempo
(P<0,05). Daqui conclui-se que os Nelore aproveitam menos a fraccdo MS do
feno do que os bufalos, conforme potencial de degradabilidade (66,12 e 60,58%).
Os valores de R2 foram idénticos (R2 = 0,96) em ambas as espécies animais
(Fig. 5).

Sefrin (1994) também observou valores da degradabilidade da MS do feno
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de capim “coast-cross”, em bovinos cruzados holandes vs. zebl, semelhantes
(62,91%) aos deste trabalho, em 96 h de incubacgéio.

QuADRo |l - DEGRADABILIDADE EFECTIVA (Dg) DA MATERIA SECA, DA PROTEINA BRUTA E FIBRA EM DETERGENTE
NEUTRO DO FENO DE CAPIM COAST-CROSS NO RUMEN DE ZEBUINOS E BUBALINOS.

Varidveis! _ MS do feno de "coast-cross” _ PB do feno de"coast-cross” NDF do feno de "coast-cross"

Zebuinos Bubalinos Zebuinos Bubalinos Zebuinos Bubalinos
a (%) 12,08 11,31 8,28 6,47 10,15 9,52
b (%) 48,50 54,81 45,23 34,23 52,48 59,13
¢ (%) 0,043 0,041 0,093 0,106 0,056 0,083
Dg (%) 27,42 29,15 34,32 27,30 32,47 42,20

1 Variaveis "a", "b" e "c¢" estimadas conforme Orskov e McDonald (1979).

Para a degradagéo da PB do feno de capim “coast-cross” (Fig. 6 e Quadro
II) nota-se diferencgas significativas entre espécies animais, tempo de incubacéo,
e entre espécies em fungéo do tempo (P<0,05), concluindo-se que a fracgao PB
do feno foi melhor utilizada pelos zebuinos do que pelos bubalinos, de acordo
com os potenciais de degradabilidade de 40,70% em bufalos e 53,51% em Nelore,
embora o R2 dos zebuinos fosse menor do que nos bubalinos (R2 = 0,95 e 0,98)
(Fig. 6). Estes valores sao inferiores aos encontrados por Sefrin (1994), cuja
degradabilidade da fracgcao PB do feno de capim coast-cross as 96 h foide 75,19%,
provavelmente pelo teor de PB do feno utilizado ter sido bem mais elevado
(12,29%).

Quanto a degradacéo do NDF do feno de capim “coast-cross” (Quadro Il e
Fig. 7) observou-se diferengas significativas entre espécies animais, tempo de
incubacéo, e espécies em fung¢ao do tempo (P<0,05). Apds 35 h de incubagéo os
bubalinos aproveitarem melhor a fraccdo NDF do feno do que os zebuinos,
podendo esta informagéo ser corroborada pelos potenciais de degradabilidade
dos bufalos (68,65%) e dos Nelore (62,63%); 0s R2 em ambas espécies animais
foram idénticos (R2 = 0,98) (Fig. 7).

Ha diferengcas marcantes entre os resultados deste trabalho e os de Sefrin
(1994), cujo valorfoi 58,49% de NDF degradada com 96 h de incubagéao. Contudo,
o potencial de degradabilidade (64,20%), encontrado por Sefrin (1994) é muito
semelhante aos resultados deste ensaio.

A expressiva presencga de protozoarios ciliados observados no decurso da
experiéncia (Nogueira Filho et al., 1998), onde os principais gésneros estavam
representados, tiveram papel preponderante na degradacdo das fragcdes que
integram a fibra e a proteina dos constituintes da dieta (Hungate, 1966; Latham,
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1980; Jouany et al., 1981 a,b; Jouany e Senaud, 1982; Orpin, 1985; Bonhomme,
1990). Este papel foi mais expressivo quando na presenca de bactérias e
aminoacidos livres do liquido ruminal, que colaboram nas necessidades de N dos
protozoarios ciliados, contribuindo para a degradacdo ruminal (Onodera e
Kandatsu, 1970; Bonhomme-Florentin, 1974; Coleman, 1980, 1986; Wallace e
MacPherson, 1987; Bonhomme, 1990). Provavelmente, as modificacoes dos
ingredientes da dieta (picagem do feno, moagem dos cereais) proporcionam uma
maior adesao microbiana ao substrato e, consequentemente, uma melhor
degradacéao (McAllister et al., 1994).

CONCLUSOES

Os valores da degradabilidade indicam que os bubalinos aproveitam melhor
o alimento volumoso de baixa qualidade quando comparados com os zebuinos.
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ABSTRACT

The dairy cow productive life starts with the first childbirth and is followed by a
series of productive cycles. The productive cycle of the dairy cow is composed by
lactation, dry and gestation periods. This one begins during the lactation and ends
with birth (end of dry period and the transition between two productive cycles). We
conclude that the highest number of births for first parity cows occurs at 25 months of
age and the annual productive cycle was the one which presents greater frequency,
with duration of the lactation and the dry period of 303 and 61 days, respectively.
However, these characteristics show asymmetrical distribution (bend to the right)
which implies that the average value was higher then the mode. The lactation order 3
was the one which presented the highest milk productions, fat and protein (6672,8,
240,79 and 206,48 kg, respectively) and we conclude that, considering 6 lactation
orders, the first parity cows are not the ones that present the lowest productions.
Key words: age of birth, dairy cows, productive cycle, tests day

CONTRIBUTO PARA A CARACTERIZAGCAO DO CICLO
PRODUTIVO DA VACA LEITEIRA EM PORTUGAL

RESUMO

A vida produtiva da vaca leiteira inicia-se com o primeiro parto ao qual se segue
uma série de ciclos produtivos. Do ciclo produtivo da vaca leiteira fazem parte a
lactacao, o periodo seco e a gestagao que se inicia durante a lactagéo e termina no
parto (fim do periodo seco), momento que marca a transi¢gao entre dois ciclos
produtivos. Neste trabalho concluimos que o maior nimero de partos de primiparas
ocorre aos 25 meses de idade e que o ciclo produtivo anual é o que apresenta maior
frequéncia, com uma duragao da lactagdo e do periodo seco de 303 e 61 dias,
respectivamente. Porém, estas caracteristicas apresentam uma distribuicao
assimétrica (enviesada a direita) o que implica valores médios superiores aos modais.
A ordem de lactagéo 3 foi a que apresentou as maiores produgdes de leite, gordura
e proteina (6672.8, 240.79 e 206.48 kg, respectivamente) e concluimos que,
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considerando 6 ordens de lactagéo, as vacas primiparas ndo sao as que apresentam
as menores produgdes.
Palavras-chave: Bovinos leiteiros, ciclo produtivo, contraste, idade parto

INTRODUGCAO

Avida produtiva de uma vaca leiteira é constituida por uma série de lactagdes
(VANRADEN e WiGGans, 1995). Cada lactagdo esté inserida num ciclo produtivo de
que também fazem parte a gestacao e o periodo seco. Investigadores tém
estudado a inclusdo da caracteristica duracdo da vida produtiva nos programas
de melhoramento genético (VANRADEN € WiGGANs, 1993; VANRADEN € WicaaNs, 1995).

Tem sido aceite a duracao padrdo da lactagédo de 305 dias. Alégica em que
assenta esta duracao, em particular, baseia-se no objectivo de uma lactagao e
um parto por ano, com 90 dias de vaca nao-gestante e 60 dias de periodo seco
(BaTH et al., 1982; CHamBERLAN € WiLKINSON, 1996). Porém, esta questao encontra-
se actualmente em debate. Investigagbes recentes sugerem que um intervalo
entre partos de um ano nao é adequado para vacas de alta produgdo, sendo
importante que o inicio da gestacao ocorra mais tarde em relagdo ao pico de
lactacao, porque € uma fase em que as exigéncias nutricionais para a produgao
de leite estao a diminuir (CHAMBERLAIN € WILKINSON, 1996).

A idade ao primeiro parto € uma caracteristica importante pois é a partir
deste momento que se inicia a vida produtiva da vaca leiteira. Na bibliografia
encontram-se valores médios que variam entre 0s 2 anos e 0s 2 anos e 4 meses
(STanTON et al., 1992; BarasH et al., 1996).

O objectivo deste trabalho consiste em contribuir para a caracterizacao da
situacao actual do ciclo produtivo do efectivo bovino leiteiro nacional.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho utilizamos dados de 157293 lactagdes dos anos 1992 a 1997
provenientes do contraste lacto-manteigueiro de Portugal continental. Estas
lactagbes também foram utilizadas em outros objectivos de analise para além do
que aqui apresentamos, nomeadamente o estudo de curvas de lactagéo, pelo
que resultam de um processo de edicdo de dados em que limitdmos a produgao
de leite, teor butiroso e teor proteico dos contrastes aos seguintes valores. 3-
99kg; 1,5-9%; 1-7%, respectivamente (ICAR, 1995). Restringimos o intervalo parto
—12contraste e o intervalo entre contrastes aos valores maximos de 30 e 66 dias,
respectivamente (D.R. 243, 1991). Por fim, foram apenas consideradas lactacoes
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que apresentassem entre 5 a 25 contrastes validos. Para mais pormenores sobre
a edigao dos dados consultar SiLvesTrE et al. (sd).

Os dados para a idade ao parto revelaram, numa analise preliminar, a
ocorréncia de valores extremos e sem significado bioldgico para esta caracteristica.
Uma origem para este erro é o registo da data de nascimento, de que depende o
célculo da idade ao parto. Optou-se por ndo considerar neste ponto 3131 lactagbes
em que a idade ao parto foi inferior ao percentil 1% e superior ao percentil 99%,
por ordem de lactacao.

Para conhecermos o intervalo entre partos é necessario dispor de duas
lactagdes consecutivas da mesma vaca. Devido as restrigées efectuadas, para
algumas vacas faltaram lactagdes em posicoes intermédias que neste ponto nao
puderam ser consideradas. ApGs apreciagdo gréfica da distribuicio do intervalo
entre partos e periodo seco e, atendendo ao seu significado biolégico, restringimos
ainda estas duas caracteristicas aos dias 305-732 e 30-150, respectivamente.
BaRrasH et al. (1996) referem 0 mesmo critério para a duragao maxima do periodo
seco. Reunir as condigdes necessarias para determinar o intervalo entre partos
implicou uma redugéo de 76% nos dados, passando de 157293 para 38327
lactacoes.

Estas operagdes foram efectuadas recorrendo a varios programas escritos
para o efeito no programa de gestdo de dados FoxPro 6.0 (1998). A analise
estatistica realizou-se no programa SAS (1995) (Proc. Univariate e Proc. GLM,
tendo sido utilizado o teste de Bonferroni na comparagédo mdultipla de médias).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Distribuicdo dos contrastes por lactacdo terminada

A Fig. 1 apresenta a distribuigdo das lactagbes terminadas por numero de
contrastes efectuado por lactagcédo em que a média foi de 10+3. Dentro do universo
de lactagdes considerado (157293), 71% apresentaram entre 8 e 12 contrastes
por lactacdo terminada e 53% entre 9 e 11. O maior nimero de lactagdes ocorreu
para 10 contrastes, com 31884 lactacdes.

Alguns autores adoptam a metodologia de tratar a lactagao agrupando os
dias de lactagdo em classes com determinada amplitude (30 dias - PANDER et al.,
1992; 5 e 10 dias - STANTON et al., 1992; 15 dias - VArGas et al.,,1998). Nos nossos
dados cada lactacao é constituida por uma série de contrastes mensais que,
todavia, ndo constituem um bom critério de agrupamento uma vez que se verifica
existir sobreposicao de dias de lactacao entre contrastes consecutivos.

S1



RevistaPortuguesa de Zootecnia, Ano X,N°1 (2003)
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Figura 1 . Distribuicao das lactagdes terminadas por nimero de contrastes efectuado por lactagao.

Idade ao parto

Neste ponto, a ordem de lactagdo 6 nao é considerada porque representa
um grupo heterogéneo em que estdo incluidos todas as ordens de lactagé@o
superiores a 5. Foram analisadas 134241 idades ao parto, distribuidas por ordem
de lactagéo conforme indica o Quadro |. Embora a idade média de ocorréncia do
12 parto tenha sido de 2a 4m, verifica-se que o maior nimero de 1% partos ocorreu
aos 2a 1m e que aos 2a 3m 50% das primiparas ja pariram. PErocHoN et al.
(1996) com um numero restrito e controlado de dados (339 lactagdes de 12 ordem)
obtiveram para a idade ao primeiro parto os percentis Ps=1a 11m e Pgs=3a 1m,
resultados proximos dos apresentados no Quadro |, apresentando, no entanto,
uma mediana 6 meses superior.

QuADRO | - RESUMO DA IDADE AO PARTO, POR ORDEM DE LACTAGAO (OL).

oL n X+ 8, CV(%) _ Med. _ Mod. Ps Pos Po5 - P5
1 28684 2a4m+5m 17 2a3m 2ai1im 1ai10Om 3a 14m
2 38239 3a5m +6m 13 3a4m 3a1m 2a10m 4a4m 18m
3 30019 4a7m=7m 12 4a6m 4a3m 3ai10m 5a8m 22m
4 22498 5a 8m = 8m 12 5a7m 5a7m 4a 9m 6a11m 25m
5 14801 6a9m +9m 11 6a8m 6a8m 5a 8m 8aim 29m

T a- anos, m - meses.
CV% - coeficiente de variagao; Med. - mediana; Mod. - Moda; P5 e Pgs - Percentis 5% e 95%, respectivamente;
Pg5-P5 — amplitude do intervalo entre P5 e Pgs.

StanTON et al. (1992) num trabalho realizado no nordeste dos Estados Unidos,
envolvendo 327424 lactagdes nos anos 1987-89, apresentam para a idade ao 1¢,
2° e 3% partos os valores de 2a 4m, 3a 5m e 4a 6m, respectivamente. Estes
resultados estao de acordo com os valores do Quadro I, enquanto que BArasH et
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al. (1996) apresentam valores médios para a idade ao parto cerca de 4 meses
inferiores.

A Fig. 2 mostra a distribuicdo da idade ao parto para as ordens de lactagao
1 a 5 e para as lactacbes consideradas no Quadro |. Observa-se que partos
tardios de uma ordem de lactacéo ocorrem depois dos partos mais precoces da
ordem de lactacao seguinte. Este facto é confirmada pelos percentis P5 e Pgg
(Quadro ).

Z, 2000 oL 5

I:I I I I I I I I I I I I
R S R =T i T e R e 1 T o e

Idade (meses)

Figura 2 . Distribuicao da idade ao parto por ordem de lactagao.

Os valores de desvio padrdao do Quadro | bem como a Fig. 2 sugerem que a
idade ao parto apresenta variabilidade crescente com o aumento da ordem de
lactagdo. Todavia, a dispersdo apresentada em termos relativos mostra
precisamente o contrario, apresentando a 12 ordem de lactag&o o maior coeficiente
de variagado, 26%. A analise da amplitude do intervalo Pg5-P5 parece-nos uma
abordagem valida nainterpretagéo bioldgica e pratica dos resultados obtidos para
esta caracteristica. Assim, podemos afirmar que um intervalo de 14 meses engloba
90% das idades ao parto na ordem de lactagdo 1, aumentando este valor
sucessivamente até a ordem de lacta¢do 5 onde atinge o valor de 29 meses. Este
resultado explica-se na medida em que a idade ao parto numa ordem de lactagéo
superior é resultado da propagacao de todo o historial zootécnico da vaca nas
ordens de lactagéo anteriores.

Intervalo entre partos, duracao da lactacao e duracao do periodo seco

No Quadro Il apresentamos os resultados para a idade ao parto, intervalo
entre partos, duracao da lactacao e periodo seco. Verificamos que, como seria
de esperar, a duracao da lactacdo mais o periodo seco igualam o intervalo entre
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partos. Na ordem de lactacéo 4 ha um desfasamento de um dia que ndo se verifica
nos valores ndo arredondados. N&o consideramos o intervalo entre partos e
periodo seco para as ordens de lactacdo 5 e 6 porque a ordem de lactacao 6
inclui todas as lactacdes de ordem 6 e superior.

QuADRO Il - INTERVALO ENTRE PARTOS, DURAGAO DA LACTAGAO E PERIODO SECO.

Ordem Lacta’<o N __IntervaloZentre partos _ Dura’<o lacta™«o ___Per'odo seco
1 8877 3992+ 67 333%+ 65 66°+ 23
2 11223 3944 51 3220+ 58 720+ 25
3 8631 393bi 59 321 bci 55 72bi 25
4 5864 392°+ 59 319% 56 742+ 25
5 3732 315 di 54
ab

Na mesma coluna valores com diferentes notagdes séo significativamente diferentes (P<0,05)

Com o aumento da ordem de lactagao o intervalo entre partos e a duragao
da lactagé@o diminuem enquanto que o periodo seco aumenta. Nem todas estas
varia¢des foram significativas, como nos mostra o Quadro Il, sendo no entanto de
destacar a ordem de lactagdo 1 que apresenta o intervalo entre partos e a duragéao
da lactagdo com os maiores valores (399 e 333 dias, respectivamente, P<0,05) e
0 menor periodo seco (66 dias, P<0,05).

A Fig. 3 retrata o primeiro ciclo produtivo da vaca leiteira (intervalo entre 0 1°
e 2° partos, duracao da lactacéo e duragao do periodo seco) em que o intervalo
entre partos pode ser dividido em lactag@o mais periodo seco. A dispersao destas
3 caracteristicas nos varios ciclos produtivos, e que a Fig. 3 ilustra para o primeiro,
constitui um forte indicador de um potencial de alteragdo. Note-se ainda que as 3
distribuicbes encontram-se enviesadas para a direita o que sugere influéncia
ambiental. AFig. 4 mostra a distribuicdo conjunta da duragéo da lactagao, intervalo
entre partos e periodo seco para todas as lacta¢gdes de ordem inferior a 5. A
duracgéo da lactagcao tem uma distribuigdo oscilatéria com varios picos, em que 0s
maiores ocorrem aos dias 281 e 303 com as frequéncias de 355 e 397,
respectivamente. A maior frequéncia para o intervalo entre partos acontece no
dia 365 com um valor de 358 partos. Confrontando estes resultados com o Quadro
Il verifica-se que os valores médios sao superiores aos valores modais.

Estas caracteristicas apresentam-se enviesadas a direita, como ja haviamos
referido quando atendemos apenas a ordem de lactagéo 1 (Fig. 3), que se explica
da seguinte forma: as menores duracdes apresentam limites biolégicos que tem
a haver com a duracado do puerpério e da gestacao; as duragdes superiores,
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devem-se a factores de ineficiéncia reprodutiva e praticas de maneio pelo que
apresentam maiores frequéncias.

a b 7 f
T g | 5
P==66
Dlact = 333 =
IP =359
0 200 400 &00 800
Dias

Figura 3. Intervalo entre partos, duragao da lactagéo e periodo seco para a ordem de lactagao 1.
Legenda: a — minimo; b ¢ e - quartis 1, 2 e 3; d — média; f - percentil 98,5; g - maximo.
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Figura 4. Distribui¢cdo da duragao da lactagao e do intervalo entre partos para as ordens de lactagao
1 a4 (n=34595).

Na distribui¢do do periodo seco encontramos 3 picos nos dias 39, 61 e 84
com as frequéncias de 424, 789 e 422 (Fig. 5). A existéncia de um periodo seco é
fundamental para o bom desempenho produtivo da lactagdo seguinte mas a sua
duracio é bastante manipulavel. Segundo Bar-AnaN et al. (1986) e KeowN e EVERETT
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(1986) o nimero 6ptimo de dias de vaca seca, para maximizar a produgao por
animal, varia entre 31 a 60 dias e 51 a 60 dias, respectivamente, diminuindo com
aidade e dependendo da produc¢éo no pico e producéo total da lactacdo anterior.
Periodos de repouso longos ou curtos contribuem negativamente para a lactacao
seguinte (BatH et al., 1982).
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Figura 5. Distribuicdo do periodo seco para lactagées de ordem 1 a 4 (n=34595).

Quando o numero de dias de vaca vazia aumenta, o intervalo entre partos
necessariamente aumenta exactamente da mesma forma. Consoante a resposta
produtiva da vaca na fase final da lactacao e/ou critérios de maneio adoptados na
exploracao, a duragao da lacta¢éo é parcialmente manipulavel, variando a duragao
do periodo seco de forma inversa caso se pretenda manter fixo o intervalo entre
partos. Assim, a duragao do periodo seco podera desempenhar um papel nivelador
que explique que este ndo siga o padrao de variagdo da duragéo da lactagéo.

Desta anélise concluimos que a duracao da lactagao de 303 dias, o periodo
seco de 61 dias e o intervalo entre partos de 365 dias foram os valores de maior
frequéncia e correspondem a um ciclo produtivo anual. Contudo, é de destacar a
elevada variabilidade encontrada.

Producoes totais e aos 305 dias de leite, gordura e proteina

O Quadro lll apresenta as produgdes totais e aos 305 dias de leite, gordura
e proteina estimadas de acordo com o método de Fleischmann (D.R., 1991),
para as 152293 lactagbes. StanTon et al. (1992) num trabalho realizado nos Estados
Unidos obtiveram, em termos gerais, para a produgao de leite, gordura e proteina
valores superiores em 1130, 45 e 43 kg, respectivamente; BarasH et al. (1996) em
Israel verificaram para as referidas caracteristicas valores superiores em 1982,
26 e 52 kg respectivamente. Estes resultados ilustram a especificidade produtiva
existente entre paises.
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Quabro Il - PRobugOES TOTAIS E A0S 305 DIAS DE LEITE, GORDURA E PROTEINA (MEDIA * DESVIO PADRAO), POR

ORDEM DE LACTAGAO (OL).

OL N Prod Leite Gordura Prote’na
1 29266 Total 6630,9 d 042023 239,52 d 91,05 206,60 C+ 78,72
2 39018 Total 70581 b +0432,1 256,68 b +94,31 222,28 as 78,49
3 30628 Total 7158,9 a +2416,0 260,40 a +94.08 223,21 as 77,50
4 22952 Total 69317C i2363,7 252’120 191,80 215,97 b i75,31
5 15103 Total 6653,2 *2275,1 241,41 *87,78 206,81 C+ 72,44
6 20326 Total 6003,86‘ i2140,6 216,706 i83,10 186,17d *68,21
1 20266 305 5938,9°*1731,0 212,03 ds+ 64,85 183,19 ° 5516
2 39018 305 65413 b+ 1924,0 235,64 b+ 73,65 204,39 b+ 60,51
3 30628 305 6672,82%1939,9 240,792 7522 206,48 2 60,84
4 22952 305 6490,5°*19135 234,47 b+ 74,01 200,89 © 59,66
5 15103 305 6259,9 ds+ 1862,7 22576°%71,61 193,42 ds+ 58,19
6 20326 __ 305 _ 5686,9 fe 1769.0 204,16 ° *6841 17545 fe 55,56

ab ) - . ~ i
Na mesma coluna e para o0 mesmo tipo de produgéo, valores com diferentes notagbes séo
significativamente diferentes (P<0,05).

A ordem de lactacdo 3 é a que apresenta os maiores valores para os 6
aspectos produtivos apresentados (P<0,05), com a excepgao da producao de
proteina total em que as ordens de lactagéo 2 e 3 nao diferem (Quadro Ill), o que
esta de acordo com resultados apresentados por SivesTre et al. (1998) com
metodologia distinta e dados em menor escala.

A ordem de lactacdo 1 é referida na bibliografia como sendo a menos
produtiva (Grossman e Koops, 1988; Stanton et al., 1992; BarasH et al., 1996).
Sucede porém que nos nossos resultados (Quadro lll) para as produgdes de
leite, gordura e proteina a ordem de lactagédo 6 apresenta menores valores que a
ordem de lactacado 1 e, se considerarmos apenas as producgdes totais, a ordem
de lactagéo 5 néo difere da ordem de lactagao 1.

CONSIDERAGCOES FINAIS

A idade ao parto, intervalo entre partos, duragédo da lactacéo e duragao do
periodo seco mostraram-se caracteristicas com distribuicdo assimétrica
(enviesadas a direita) pelo que, aguando da sua sumariacao, medidas como a
média e o desvio padrao deverao ser coadjuvadas por outras medidas como a
mediana, moda e percentis.
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Aidade 2 anos e 1 més é aquela em que ocorre um maior nimero de partos
de primiparas. As duracées de 365, 303 e 61 dias do intervalo entre partos, lactacao
e periodo seco correspondem aos valores de maior frequéncia encontrados e
correspondem a um ciclo produtivo anual. Contudo, pelo motivo supramencionado,
os valores médios para estas caracteristicas sdo superiores (394, 322 e 71 dias,
respectivamente).

A ordem de lactagdo 3 foi a que apresentou as maiores produgdes aos 305
dias de leite, gordura e proteina (6672.8, 240,79 kg e 206,48 kg, respectivamente)
e concluimos que, considerando 6 ordens de lactagdo, as vacas primiparas nao
sao as que apresentam as menores produgdes.
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ABSTRACT

In this work the individual lactation was considered as a set of 3 curves of produc-
tion (milk, fat and protein) and two curves of contents (fat and protein contents). This
is not the most common approach because usually only milk production is included.
On the other hand, when components of milk are included too, those curves are
presented separately and in an independent way. So, we adjusted the 5 curves of
157293 lactations (1587579 test days) and we have concluded that Wood’s model
does not adjust with the same efficiency all the 5 curves, being the CPL and the CTB
the ones that present the best and the worst results. The curves combinations forms
variability was very high. In the most frequent combination of curves, the milk, fat and
protein production, showed the same shape (ascending phase, peak, descending
phase), while fat and protein content varied on a inverse way but without agreement
in the moment of changing phase.

Key words: Dairy cow, lactation curves; Wood’'s model

CURVAS DE LACTAGCAO PARA A PRODUGAO DE LEITE,
GORDURA E PROTEINA: Uma nova abordagem

RESUMO

Neste trabalho tratou-se a lactagao individual como um conjunto de 3 curvas de
producao (leite, gordura e proteina) e duas curvas de composigao percentual (teor
butiroso e teor proteico). Esta ndo é a abordagem mais frequente em estudos sobre
curvas de lactagdo que na maioria dos casos incluem apenas a produgao de leite ou,
quando incluem componentes do leite, apresentam separadamente as varias curvas.
Ajustamos individualmente o modelo de Wood as 5 curvas de 157293 lactagoes
(1587579 contrastes) e concluimos que este ndo ajusta com a mesma eficiéncia as
5 curvas, sendo a CPL e a CTB as que apresentam os melhores e piores resultados.
A variabilidade de combinagdes de formas de curvas foi elevada. Na combinagao
mais frequente as produgoes de leite, gordura e proteina apresentam a mesma forma
de variagédo (fase ascendente, pico, fase descendente), com os teores butiroso e
proteico a variarem de forma inversa mas sem que as 5 curvas coincidam no momento
de viragem de fase.

Palavras-chave: Bovinos leiteiros, curvas de lactagdo, modelo de Wood
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INTRODUGCAO

A abordagem classica da secrecao lactea, enquanto funcao da glandula
mamaria, refere a ocorréncia de variagées na composicao do leite no decorrer da
lactacdo, sendo a diminuicdo da quantidade produzida acompanhada por um
aumento do teor de gordura, proteina e minerais (KoLs, 1987). Esta descricao
ndo elucida sobre a fase ascendente da producédo de leite bem como o
comportamento da producgao de gordura e proteina ao longo de toda a lactagéo.
Este conhecimento é necessario para se proceder a uma alimentacao eficiente
da vaca leiteira (WeBSTER, 1987; CHAMBERLAIN € WILKINSON 1996).

Muitos trabalhos sobre a curva de lactagdo tem incidido apenas na producéo
de leite (SHERCHAND et al., 1995; PErocHoN et al., 1996; ScoTT et al., 1996; Tozer e
HurrFaker, 1999). Porém, alguns autores incluem também componentes do leite
em termos percentuais e/ou produtivos (Woob, 1976; Woob, 1980; Woop et al.,
1980; GoopaALL, 1986; BokR et al., 1989; StanTon et al., 1992). Contudo, ndo tem
sido evidente a investigacao da curva de lactagdo enquanto fenémeno individual
que se caracteriza pela forma integrada como evolui a produgéo do leite e seus
constituintes do parto a secagem.

O objectivo deste trabalho consiste em tratar cada lactagao individual como
um conjunto de 3 curvas de producéo (leite, gordura e proteina) e duas curvas de
composicéao percentual (teor butiroso e teor proteico).

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizados dados do contraste lacto-manteigueiro de
Portugal continental referentes a lactagcées completas de 1992 a 1997. O ficheiro
original de dados produtivos apresentava 3018633 registos de contraste mensais
de lactagbes completas. No ficheiro cada linha € um contraste em que se encontra
a identificacdo da vaca e do estabulo, a ordem de lactagéo, a data do contraste,
o diade lactagéo, a contagem de células somaticas, o tipo de contraste, a produgéo
da manh@, a producéo da tarde, o teor butiroso e o teor proteico. A data de
nascimento encontrava-se num ficheiro de genealogias.

Procedeu-se a uma restruturagéo dos dados em que foram acrescentados
campos para incluir variaveis de identificagéo e calculo. Assim, foram consideradas
variaveis para distinguir lactagdes da mesma vaca, para numerar os contraste
por lactacao, para o calculo do intervalo entre contrastes, para a data de parto,
para o calculo da idade ao parto, para o calculo das producgdes de leite gordura e
proteina totais e aos 305 dias. Estas operacoes foram efectuadas recorrendo a
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varios programas escritos para o efeito no programa de gestao de dados FoxPro
6.0 (1998).

Nas restricbes consideradas na edicao dos dados (Quadro |) teve-se em
atencao que o Ultimo contraste de cada lactacdo nao apresenta qualquer valor
nos campos de producgéo de leite e teores, servindo para identificar o fim da
lactag@o. Verificou-se a existéncia de contrastes de lacta¢gdes em curso, sem fim
conhecido, com predominantemente 2, 3, 4 contrastes. Eliminamos todas as
lacta¢des sem fim conhecido, com menos de 5 contrastes ou mais de 25 contrastes.

As restrigdes ao intervalo parto - 12 contraste e intervalo entre contrastes
estao de acordo com o preconizado no Diério da Republica que regulamenta o
contraste leiteiro (D.R. 243, 1991). Nas restricdes para a producao de leite, o teor
butiroso e o teor proteico foi tido em consideracao o recomendado pelo ICAR
(1995).

QuabRo | - RESTRICOES CONSIDERADAS NA EDICAO DOS DADOS.

Restri"<0 NYs de linhas
lacta™>es sem fim conhecido 24858
lacta”>es com menos de 5 contrastes 58754
lacta”™>es com mais de 25 contrastes 18914
linhas repetidas 116043
intervalo parto S 14 contraste > 30 dias 1052863
intervalo entre contrastes > 66 dias 484
3 < produ”«o de leite < 99 (Kg) 7257
1,5 < teor butiroso < 9 (%) 42845
1 < teor proteico < 7 (%) 1947

O ficheiro de dados foi reduzido em 1273761 linhas (58%) € nao em 1323965
linhas, como indicaria a simples soma das restricdes (Quadro I) porque ha
lacta¢des com contrastes em que ocorre mais do que uma restricao. Varaas et al.
(1998) num trabalho com alguns aspectos comuns ao nosso retiveram 48% dos
dados o que nao esta muito longe do resultado por nés apresentado. Apds as
restricdbes mencionadas, o ficheiro de dados foi dividido num ficheiro com as
producdes totais de cada lactagéo (157293 lactagdes) e outro com os contrastes
de cada lactagéo (1587579 contrastes). Estas 157293 lactagdes repartem-se por
137 concelhos de todo o territério de Portugal continental, com a excepg¢éo do
distrito da Guarda. A sua distribuicao é bastante irregular, sendo que o distrito de
Aveiro representando 21% das lactacoes, juntamente com Coimbra (14%), Porto
(14%), Braga (10%), Lisboa (10%) e Santarém (8%), perfazem 77% das lactacoes
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em estudo. Esta assimetria € um reflexo esperado da distribuicao do efectivo
bovino leiteiro.

Ajustdmos o modelo G~ =4 ¢ (Woob, 1967), que passamos a designar por
modelo de Wood, a todas as lactagdes do ficheiro de contrastes para estimar os
parametros que caracterizam as curvas da producao de leite (CPL), teor butiroso
(CTB), teor proteico (CTP), produgéao de gordura (CPG) e producao de proteina
(CPP). Este modelo € adequado para descrever a produgao de leite e seus
constituintes (Woob, 1976; Woop et al., 1980). SivesTRE et al. (1996) sintetiza
algumas das propriedades do modelo de Wood nomeadamente o dia e a produgao
no pico. Utilizamos mddulo nonlin do programa Systat (versao 5, 1992) que aplica
o método Quasi-Newton, tendo 5x10° como precisao do critério de convergéncia
(WiLkinson et al., 1992) e consideramos como valores iniciais resultados de uma
andlise preliminar feita a um numero restrito de dados.

Obtivemos para cada lactagédo e para cada uma das 5 curvas a estimativa
dos 3 parametros do modelo, coeficiente de determinagéao corrigido e nimero de
iteracOes. Para calcular para cada lactagéo as produgoes totais e aos 305 dias de
leite, gordura e proteina de acordo com o modelo de Wood recorremos a um
procedimento de integracdo numeérica descrito por SiLvesTRE et al. (1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O modelo de Wood no ajustamento de diferentes tipos de curvas de lactacao

O coeficiente de determinag¢ao tem sido utilizado como indicador da eficiéncia
do ajustamento individual de curvas de lactagdo em larga escala (KeLLoG et al.,
1977; BATRA, 1986). O ajustamento do modelo de Wood & produgéo de leite foi o
que apresentou um maior numero de lactagées com Rcz0,5, seguido da produgao
de proteina, produgéo de gordura, teor proteico e teor butiroso. A diferenga de
43,3 pontos percentuais entre o numero de curvas com Rcz0,5 para a produgao
de leite (87,4%) e o teor butiroso (44,1%) ilustra bem o facto de o modelo de
Wood nao apresentar a mesma eficiéncia no ajustamento dos diferentes tipos de
curvas. Aordenacéo acima referida mantém-se nas classes 0,75<Rc<0,9 e RcZ0,9
(Quadro 11).

Passamos a analisar a ocorréncia de Rc z 0,5 classificando os tipos de
curva por ordem de lactacao (Quadro lll). Verificamos que a ordem de lactacao 1
apresenta a menor percentagem de lactacées com Rc z 0,5 nas curvas da
producéo de leite, gordura e proteina e o segundo menor valor para a curva do




ASilvestreetal.

teor proteico, 0 que nos leva a admitir que 0 modelo de Wood n&o apresenta a
mesma eficiéncia no ajustamento dos varios tipos de curvas a cada ordem de
lactacio. Este resultado esta de acordo com RowLanDs et al. (1982) e Batra (1986)
que concluem que a eficiéncia com que o modelo de Wood descreve a producao
de leite de lactagdes de 12 ordem é inferior a obtida em ordens de lactacao
superiores. Porém, estes autores ndo apresentam resultados para os componentes
gordura e proteina.

QuADRoO Il - DISTRIBUIGAO DO COEFICIENTE DE DETERMINAGAO CORRIGIDO (RC) DAS 157293 LACTAGOES PARA AS

5 CURVAs.
Rc Rc<0,5 Rc>0,5 Rc>0,5
0,5<Rc<0,75 0,75<Rc<0,9 Rcl0,9

CPL 12,6 87,4 21,4 33,4 32,6
CTB 55,9 441 27,4 12,3 4.4
CTP 39,4 60,6 29,9 21,7 9,1
CPG 30,9 69,1 30,2 25,7 13,2
CPP 23.0 77,0 27.8 30,2 19,0

QuADRO ll- PERCENTAGEM DE LACTAGOES coM Rc Z0.5 PaRa A CPL, CTB, CTP, CPG E CPP por
ORDEM DE LACTAGAO

Numlact N CPL CTB CTP CPG CPP
1 29266 74,2 44,6 59,1 48,8 55,4
2 39018 89,6 44,7 62,0 70,1 79,8
3 30628 91,2 44,0 62,0 74,3 82,4
4 22952 91,0 43,5 61,2 75,6 83,1
5 15103 90,5 43,3 60,7 76,2 83,2
6 20326 90,2 43,8 57,5 76,3 83,1

Curvas de lactacdo para a producgao de leite, gordura e proteina e para o
teor butiroso e proteico

Passamos a analisar os resultados obtidos do ajustamento do modelo de
Wood incidindo na vertente da forma das curvas obtidas. Do ajustamento do
modelo de Wood resultam 4 formas distintas de curvas (C1, C2, C3 e C4) porque
a estimativa do para@metro aé sempre positiva (+) e as estimativas dos parametros
b e c podem ser positivas (+) ou negativas (-), como se observa no Quadro IV.
Assim, classificamos as curvas quanto a forma em quatro tipos: C1 (crescente/
decrescente), C2 (sempre crescente), C3 (sempre decrescente) e C4 (decrescente/
crescente). AFig. 1 mostra a respectiva interpretagao grafica.
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Figura 1. As 4 formas possiveis do modelo de Wood.

No Quadro V apresentamos a distribuicdo percentual das 157293 lactacdes
de acordo com a forma da curva. Para a producéao de leite, gordura e proteina a
forma C1 é a que se destaca (74,7; 58,0 e 63,2%, respectivamente) enquanto
que para o teor butiroso e proteico € a forma C4 que apresenta maior numero de
lactaces (61,3 e 64,5%, respectivamente). Este resultado mostra que a forma
classica da curva de lactacao (fase crescente e pico seguido de uma fase
decrescente) € a mais frequente para as produgdes de leite, gordura e proteina,
variando os teores de forma inversa.

Quabro IV - Tipos DE curva (C1, C2, C3 E C4) E RESPECTIVA RELAGAO COM O SINAL DAS ESTIMATIVAS DOS
PARAMETROS (P) bo MopDELO DE WoOD (A, B, C).

P / Tipo C1 c2 C3 C4
a + + + +
b + -
c + - + -

SHaNks et al. (1981) classificam as formas C2, C3 e C4 como curvas atipicas,
no que se refere a producao de leite. Atendendo a este critério, o Quadro V
apresenta 35,3% de curvas para a producao de leite com forma atipica. Este
valor é sensivelmente igual a 35,2% encontrado por SiLvesTRE et al. (1998) para
lactacdes dos anos 1993 a Junho de 1995 sendo, no entanto, ambos superiores
a 22,3%, referente apenas a algumas lactacoes de 1993 (SiLvesTRE et al., 1996).
Na bibliografia encontram-se ainda referenciados valores de 2% a 45% de curvas
atipicas (ScHNEEBERGER, 1981; SHaNks et al., 1981). Esta grande variacao deve-
se, segundo ConcLETON e EVERETT (1980b) e SHanks et al. (1981) ao diferente
namero de contrastes por lactacao e diferentes intervalos parto - 12 contraste
com que os autores trabalham.
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QUuUADRO V - DISTRIBUIGAO PERCENTUAL DAS 157293 LACTAGOES.

Forma da curva PL B TP PG PP
C1 74,7 24,2 20,0 58,0 63,2
Cc2 0,3 11,3 13,6 0,9 0,6
C3 18,0 3,2 1,9 22,7 22,2
C4 7,0 61,3 64,5 184 14,0

A lactacao individual enquanto combinacao de curvas de producao de leite,
seus constituintes e respectivos teores

Todavia, o Quadro V néo elucida sobre 0 modo como cada lactagao indi-
vidual apresenta as curvas que lhe séo inerentes. Para cada lacta¢do ajustamos
5 curvas (CPL, CTB, CTP, CPG e CPP) de que resultam 4°= 1024 combinacdes
de tipos de curvas teoricamente possiveis para cada lactagdo. O Quadro VI mostra
as 9 combinagdes com maior frequéncia considerando todas as 157293 lactagdes.
Com o objectivo de eliminar algumas insuficiéncias do modelo utilizado, que se
manifestaram de uma forma mais acentuada nas curvas dos teores butiroso e
proteico, apresentamos também resultados restringindo-nos as lactagdes que
apresentam coeficiente de determinag&o superior a 0,5 em todos os 5 tipos de
curvas. Reuniram esta condigdo 32104 lactagdes.

Considerando todas as lactagdes, verifica-se que das 1024 combinagoes
de tipos de curvas teoricamente possiveis, 529 ndo apresentaram qualquer
contagem. As 9 combinagdes apresentadas reunem 51% das lactagbes (Quadro
VI). As restantes 486 combinagdes apresentam frequéncias individuais baixas (9
combinagbes com 2%, 5 combinag¢des com 1% e as restantes combinag¢des com
menos de 1%). Nas primeiras 9 combinagdes a curva da produgéo de leite é
sempre do tipo C1. Na combinag¢ao de maior frequéncia (18%), a curva do teor
butiroso e a curva do teor proteico apresentam forma com variagéo inversa a
curva da produgao de leite que cresce até atingir um pico, decrescendo em seguida.
A curva da producéo de gordura e a curva da produgao de proteina apresentam a
mesma variagao da curva da producao de leite.

Quando consideramos as lactagdes que apresentam coeficiente de
determinagédo superior a 0,5 em todos os 5 tipos de curvas (Quadro VI), verifica-
se que a combinagédo de maior frequéncia mantém-se, apresentando inclusive
mais 3 pontos percentuais. As lactacbes sdo mais homogéneas quanto a
variabilidade da forma dos 5 tipos de curvas uma vez que 6 combinacdes de
curvas reunem mais de 50% das lactacbes e apenas 248 combinacdes
apresentaram contagem.
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QuabRro VI - COMBINAGOES DE TIPOS DE CURVA COM MAIOR FREQUENCIA, EM PERCENTAGEM (%) E
PERCENTAGEM ACUMULADA (%AC), IDENTIFICADAS DE 1 A 9 (ComB).

Todas as lacta™es (157293) Lacta™es com Rc 2 0,5 (32104)
Comb CPL CTB CTP CPG CPP % %ac __ _Comb CPL CTB CTP CPG CPP % % ac
1 1 4 4 A 1 18 18 1 1 4 4 A 1 21 21
2 1 4 4 3 1 6 24 2 1 4 4 3 1 11 32
3 1 1 1 1 1 6 30 3 1 4 4 3 3 8 40
4 1 1 4 A1 1 5 35 4 1 1 1 1 1 5 45
5 1 4 4 3 3 4 39 5 1 1 4 1 1 4 49
6 1 4 1 1 1 3 42 6 1 2 4 1 1 3 52
7 1 4 2 A 1 3 45 7 1 4 4 4 3 3 55
8 1 2 4 A1 1 3 48 8 3 4 4 4 4 3 58
9 1 4 4 4 1 3 51 9 1 4 4 4 1 3 61

Muitos dos trabalhos publicados sobre curvas de lactagdo incidem apenas
na producao de leite. No entanto, Woob apresenta um trabalho em 1976 em que
estuda as curvas para o teor e produgéo de gordura e proteina. Mais tarde, pub-
lica dois trabalhos (Woob, 1980; Woop et al., 1980) em que estuda também o teor
em lactose e desta vez em 5 racas de bovinos: Frisia, Ayrshire, Guernsey, Short-
horn e Jersey. GoopaLL (1986) estudou as curvas da producéo de leite e dos
teores butiroso e proteico. Estes trabalhos, embora apresentando alguma
especificidade em relagéo aos dados analisados e seus objectivos, apresentam
resultados concordantes com o Quadro V. Contudo, ndo apresentam resultados
em termos da maneira como cada lactagéo individual se apresenta enquanto
fendémeno que se pode caracterizar pelas curvas de producgéo de leite, gordura e
proteina e respectivos teores.

Estimativas dos pardmetros do modelo de Wood

Neste ponto vamos considerar as lactagdes que apresentam o coeficiente
de determinagao superior a 0,5 em todos os 5 tipos de curvas. Depois de uma
andlise preliminar optamos por eliminar valores extremos, aplicando o seguinte
critério: foram excluidas todas as lactagbes em que pelo menos uma das 5x3
estimativas dos parametros do modelo de Wood fosse inferior ou superior ao
percentil 2,5% ou 97,5%, respectivamente. O resultado desta restricdo foi oneroso
pois passamos a dispor de 11086 lactacdes.

No Quadro VIl apresentamos os coeficientes de determinagao corrigido (Rc)
das referidas combinagdes de curvas. Verifica-se que as curvas para a producao
de leite e para o teor butiroso continuam a ser as que apresentam os maiores e

6 8
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menores valores de Rc. A ordem de grandeza dos Rc para as varias combinacoes
em cada curva é muito semelhante, o que mostra a robustez do modelo utilizado
em descrever varias formas de curvas com desempenhos semelhantes.

QuAbRo VII - COEFICIENTES DE DETERMINAGAO CORRIGIDO (RC) DAS COMBINAGOES DE CURVAS MAIS FREQUENTES

CPL CTB CTP CPG CPP

Comb_Lac. Cont X dp X dp X dp X dp X dp

4673 46621 0,90 0,077 0,70 0,127 0,76 0,131 0,79 0,129 0,83 0,112
2 2269 23174 0,89 0,078 0,71 0,123 0,75 0,129 0,81 0,121 0,82 0,116
3 1525 15807 0,88 0,086 0,70 0,121 0,78 0,125 0,82 0,115 0,83 0,108
4 1064 9237 0,87 0,110 0,72 0,140 0,74 0,140 0,80 0,128 0,82 0,126
5 849 7165 0,89 0,096 0,71 0,143 0,77 0,139 0,81 0,123 0,83 0,124
6 706 7230 0,91 0,070 0,71 0,122 0,76 0,127 0,75 0,126 0,84 0,112

Lact. - numero de lactagdes; Cont. - numero de contrastes; x - média; dp - desvio padrao.

A estimativa dos parametros do modelo de Wood para as combinagdes de
curvas mais frequentes encontram-se no Quadro VIl e a Fig. 2 mostra a
representagdo grafica das combinacdes 1,2 e 3.

Quabro VIII - EsTiIMATIVAS DOS PARAMETROS (P) DO MODELO DE WOOD (A, B, C) PARA AS COMBINACOES DE
CURVAS MAIS FREQUENTES ([X] - MEDIA; DP - DESVIO PADRAO).

CPL CTB CTP CPG CPP

Comb_P X dp X dp X dp X dp X dp
1 a 1259 5474 6,73 2,838 487 1502 0,74 0,314 0,53 0,234
2 a 18,40 5587 10,30 4,355 525 2,443 1,76 0595 0,74 0,221
3 a 24,73 5914 7,25 2,218 5,46 1,420 1,74 0,558 1,24 0,293
4 a 16,20 7,869 1,53 0874 1,75 0698 025 0,187 0,35 0,216
5 a 13,80 6,672 1,62 0974 4,18 1,121 022 0,170 0,54 0,250
6 a 16,49 6,522 2,32 0,583 3,92 0,827 0,37 0,192 0,62 0,253
1 b 0,344 0,1387 -0,193 0,1045 -0,139 0,0745 0,168 0,1215 0,233 0,1444
2 b 0,218 0,0855 -0,314 0,1076 -0,149 0,0903 -0,096 0,0672 0,115 0,0830
3 b 0,099 0,0528 -0,216 0,0787 -0,179 0,0638 -0,114 0,0657 -0,074 0,0499
4 b 0,247 0,1743 0,304 10,1739 0,208 10,1285 0,550 0,2688 0,371 0,2173
5 b 0316 0,1728 0,277 0,1647 -0,103 0,0690 0,601 0,2601 0,219 0,1671
6 b 0,254 0,1260 0,074 0,0515 -0,090 0,0562 0,345 0,1536 0,175 0,1282
1 91 0,659 0,222 -0,255 0,118 -0,199 0,089 0,430 0,189 0,492 0,204
2 91 0,520 0,145 -0,339 0,122 -0,198 0,091 0,184 0,100 0,363 0,128
3 91 0,406 0,106 -0,256 0,092 -0,225 0,080 0,155 0,090 0,185 0,086
4 91 0,585 0,330 0,288 0,305 0,187 0,201 0,872 0,530 0,688 0,404
5 91 0,707 0,366 0,248 0,246 -0,175 0,102 0,961 0,518 0,539 0,330
6 91 0,573 0,188 -0,081 0,051 -0,157 0,066 0,508 0,191 0,429 0,176
1 -2

O valor obtido corresponde ao apresentado multiplicado por 10'2 (c=c.10

)
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Figura 2. Curvas de lactagéo para a produgao de leite, gordura e proteina e para os teores butiroso

e proteico (combinagdes 1, 2 e 3).

A validade dos resultados apresentados no Quadro VIl depende do modelo
utilizado ser adequado na descri¢do dos dados e que estes constituam um bom
retracto da realidade que representam. Para complementar esta discussao,
recorremos a representacao grafica dos valores médios diarios por combinacao
e ndo individualizados por lactacdo dos 109234 contrastes (11086 lactacdes) a
que se referem os Quadros VIl e VIII. Os graficos para as combinacées 1,2 e 3
encontram-se na Fig. 3.
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Figura 3. Valores médios diarios, nao individualizados por lactagao, para os contrastes das

combinagdes 1, 2 e 3.

A apreciacgao grafica da Fig. 3 permite constatar que as curvas apresentadas
no Quadro VIl e representadas na Fig. 2 descrevem, em termos médios, os dados
que Ihes deram origem. O mesmo se verifica hnas combinagbes 4, 5 e 6. Esta
constatacéo valida, em nosso entender, os resultados obtidos pelo modelo de
Wood.

Contudo, importa ter presente que o recurso a contrastes mensais implica
uma amostragem da lactacao limitada a cerca de 10 producoes diarias de leite e
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respectivos teores butiroso e proteico (producéo de gordura e produgao de proteina
sao obtidas indirectamente, por calculo), pelo que esta amostragem podera nao
representar adequadamente todas as lactacdes individuais. Investigacoes futuras
em que se disponha de mais registos produtivos por lactacdo possibilitardo o
esclarecimento desta questéo.

A combinacdo de curvas mais frequente coincide com o resultado ja
apresentado no Quadro V. Nesta combinagao, as produgdes de leite, gordura e
proteina apresentam a mesma forma de variagao (fase ascendente, pico, fase
descendente), com os teores butiroso e proteico a variarem de forma inversa.
Contudo, o maximo para as 3 produgdes e o0 minimo para os 2 teores ocorreu nos
dias 52, 39, 47, 76 e 70, respectivamente, o que mostra um desfasamento no
momento em que ocorre a transi¢cao entre fases em cada uma das curvas.

Muitos dos estudos publicados sobre curvas de lactagédo incidem apenas
sobre a producao de leite e consideram objecto de investigacao as lactagoes
com forma estimada tipica, o que no presente estudo incluiria as combinagoes 1
a 6 (Quadro VIII). Neste contexto, a média geral das estimativas dos parametros
do modelo de Wood para a produgéo de leite é de a=17,0, b=0,25 e ¢=0,00575.
Estes valores estdo incluidos na variedade de resultados apresentados em
trabalhos realizados com dados do contraste leiteiro nacional (a=14,0, b=0,28 e
¢=0,00516, Cruz et al. (1996); a=17,2, b=0,24 e ¢=0,00610, SivesTRE et al. (1996);
a=16,9, b=0,20 e ¢=0,00457, SivesTRE et al. (1998)) e noutros paises (a=31,6,
b=0,212 e ¢=0,00302, Ferris et al. (1985); a=12,8, b=0,176 e ¢=0,00378,
STRANDBERG € LuNDBERG. (1991). Porém, nem todos os resultados da bibliografia
sdo comparaveis porque alguns autores ajustam o modelo de Wood apés
transformacéo logaritmica (Woop, 1979; SHanks et al.,, 1981) ou utilizam como
unidade de tempo a semana (Woob, 1979; DuksTra et al., 1997) ou o més (Tozer
e HurrakeR, 1999).

CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho estuddmos a lactagdo enquanto conjunto de 3 curvas de
producéo (leite, gordura e proteina) e duas curvas de composic¢ao (teor butiroso e
teor proteico) tendo para esse efeito utilizado o modelo de Wood. Concluimos
que este ndo ajusta com a mesma eficiéncia as 5 curvas, sendoa CPLe a CTB
as que apresentam os melhores e piores resultados.

As 157293 lactacdes apresentaram 495 combinacdes de curvas. Sucede
porém que as 9 combinagdes de maior frequéncia reinem 51% das lactacbes e
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quando consideramos apenas as 32104 lactagcdes com Rc>0,5 para os 5 tipos de
curvas observamos uma redugio na variabilidade de formas (248 combinacgoes,
sendo que as 6 de maior frequéncia reinem 52% das lactacoes).

O confronto entre a representacao grafica das varias curvas estimadas
permite concluir que o modelo de Wood retractou adequadamente as 5 curvas.
Porém, importa salientar que a periodicidade mensal de recolha dos dados podera
néo representar bem algumas das lactagoes.

A variabilidade de combinagdes de formas de curvas foi elevada. Na
combinacao mais frequente as produgdes de leite, gordura e proteina apresentam
a mesma forma de variagdo, com os teores butiroso e proteico a variarem de
formainversa.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of a co-culture system using
placental trophoblastic cells incubated with different types of sera on development of
in vitro fertilized ova into blastocysts. Placental cells were isolated by tripsinization of
bovine fetal cotyledones purchased at a local abattoir. These cells were incubated
with 1) TCM199 and 10% FCS, 2) TCM199 and FCS from the first culture day (Dc0)
to second culture day (Dc2) and with SOCS from Dc2 to Dc17 and 3) TCM199 and
FCS from DcO to Dc8-9 and with SOCS from Dc8-9 to Dc17. Tripan blue (0.8%) and
acetolacmoid (1%) stains were added to culture at DcO, Dc4, Dc7, Dc10, Dc14 e
Dc17 for cell caracterization and counting. Twenty two hours after in vitro fertilization
bovine oocytes were transfered to monolayers of placental cells either at Dc2 (Ex-
periment 1 - P1) or at Dc8-9 (Experiment 2), supplemented with SOCS from either
Dc2 (PDc2) or Dc8-9 (PDc8-9). Results from these later groups were compared to
those obtained after transfering embryos to monolayers of granulosa cells at Dc2.
The percentage of cultured binucleate cells ranged from 17.5 to 22.97% of all placen-
tal cells, these values were not significantly related to placental age, days of cell
culture and different sera tested. Cell viability rates increased immediatly after DcO,
presenting the highest values between Dc10 and Dc17 (90.7% to 96.7%). Embryo
transfer to placental cells at Dc2 resulted in lower cleavage rate, embryo quality at
eight days old (D8) and extrusion rate, than embryos transfered to granulosa cells at
Dc2 (cleavage: Gr = 74.01% vs. P1 = 64.94%; D8 embryo quality grade 4: Gr=15.78
vs. P1 = 69.23%; extrusion: Gr = 87.5% vs. P1 = 7.1%). When co-cultured with pla-
cental cell monolayers at Dc8-9, embryos showed no significant differences in cleav-
age (Gr = 67.05% vs. PD¢, = 67.66% vs. PD¢g 9= 72.42%), and extrusion rates (Gr =
66.7% vs. PD¢o = 48.3% vs. PDcgg = 56%), when compared to embryos co-cultured
with granulosa cells at Dc2. Nevertheless, later embryos showed signifincatly higher
number and quality at D8. These results suggest that placental cells at Dc8-9 are a
more favourable medium for embryo development when used SOCS only after Dc8-
9.

Key words: bovine, FCS and SOCS sera, in vitro embryos, placental cell monolayers
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CARACTERIZAGAO DE UMA CULTURA DE CELULAS
PLACENTARIAS EM MONOCAMADA PARA SUPORTE DO
DESENVOLVIMENTO DE EMBRIOES BOVINOS PRODUZIDOS

IN VITRO
RESUMO

Pretendemos avaliar a capacidade das células epiteliais trofoblasticas da pla-
centa, cultivadas com meios de cultura com diferentes soros, para suportarem o
desenvolvimento embrionario bovino in vitro. As células placentarias foram obtidas
por tripsinizagcao de cotilédones fetais provenientes do matadouro e cultivadas em:
1) TCM199 com 10% de soro bovino fetal (FCS), 2) TCM199 com FCS até ao segundo
dia de cultura das células (Dc,) e soro de vaca em cio superovulada (SOCS) até
Dc7, ou 3)TCM199 com FCS até Dcg g € SOCS até Dc,7. Estas células foram coradas
com acetolacmoide a 1% e azul tripan a 0,8% em Dc0, Dc4, Dc7, Dc10, Dc14 e Dc17
para caracterizagcao e contagem das células. Os odcitos maturados e fertilizados in
vitro foram transferidos para as monocamadas de células 22 horas apés a
inseminagao, tendo sido realizado um 12 ensaio, com células de placenta na 12
semana de cultura em monocamada (P1), e um 22, com células de placenta na 22
semana de cultura, suplementadas com SOCS a partir de Dc, (PDcy) ou Dcg.g (PDcs.
9), sendo ambos comparados com os resultados obtidos com a co-cultura dos
embrides com as células da granulosa (Gr). A percentagem de células binucleadas
presentes nas células do epitélio trofoblastico em cultura em monocamada apresentou
valores médios entre 17,5 e 22,97%, valores independentes da idade do feto das
placentas utilizadas, dos dias de permanéncia em cultura e dos diferentes soros
testados nos meios de cultura. Quanto a percentagem de células vidveis verificou-se
um aumento de viabilidade depois de DcO0, tendo-se obtido valores de 90,7 a 96,7%
entre Dc10 e Dc17. Quanto a capacidade deste sistema de suportar o desenvolvimento
embrionario verificou-se existirem piores condi¢gdes de cultura dos embrides com
células P1, sendo todos os valores significativamente superiores no grupo da granu-
losa (clivagem: Gr = 74,01% vs. P1 = 64,94%; qualidade de embrides com 8 dias de
idade (D8) de grau 4: Gr=15,78 vs. P1 = 69,23%; embrides extrusados: Gr = 87,5%
vs. P1 = 7,1%). Na 22 semana de cultura das células placentérias, as clivagens (Gr =
67,05% vs. PD = 67,66% vs. PDcgg = 72,42%), assim como a percentagem de
embrides extrusados (Gr = 66,7% vs. PD¢> = 48,3% vs. PD¢gg = 56%) nao
apresentaram diferengas significativas. Ja a percentagem de embrides D8 era
signifivativamente superior e os embrides de melhor qualidade na co-cultura destes
com as células da granulosa. Estes resultados apontam para uma melhoria das
condicbes proporcionadas aos embrides quando sdo cultivados com células
placentarias j& na 22 semana de cultura e em meio com SOCS apenas a partir do dia
8-9 da cultura celular.

Palavras-chave: bovinos, embrides in vitro, monocamadas de células placentarias,
soros FCS e SOCS
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INTRODUGCAO

A tecnologia da produgéo in vitro de embrides bovinos tem tido um grande
desenvolvimento na Ultima década sem contudo se conseguir optimizar os
resultados. De facto, o nimero e a viabilidade dos embrides obtidos é reduzida,
existindo ainda uma grande variabilidade dos resultados entre laboratérios e
mesmo entre sessées do mesmo laboratério (Gordon, 1994; Thompson e
Duganzich, 1996).

Torna-se assim necessario procurar novas estratégias para resolver estes
problemas. O objectivo deste trabalho foi desenvolver um sistema de cultura de
células do epitélio trofoblastico em monocamada e tentar depois utiliza-las para a
co-cultura dos embrides.

MATERIAIS E METODOS

Colheita de tecidos

A recolha de ovarios e placentas bovinas foi realizada no matadouro de
Santarém logo ap6s o abate, procedendo-se a medi¢cao do “crown-rump” dos
fetos donde provinham as placentas.

Os ovarios e placentas destinados a obtencao de células para cultura em
monocamadas foram transportados para o laboratérioem PBS a0 -4 °C (0,15%
de BSA+ 0,05 mg ml" de kanamicina + 0,25 mg ml™ anfotericina B).

Cultura das células da placenta e da granulosa
a) células da placenta

Procedeu-se a digestao enzimatica (0,25% tripsina em solugao balanceada
de Hank sem Ca*™ e Mg™) dos cotilédones fetais para obtengdo das células
epiteliais trofoblasticas de 4 placentas. Estas células eram suspensas em meio
de cultura (TCM199 + 10% de FCS + 100 Ul mI™"de penicilina, 100 ug ml™ de
estreptomicina e 200 ug ml" neomicina + 0,25 pg ml" anfotericina B), sendo
retiradas aliquotas para se proceder a identificagdo e contagem das células na
camara de Neubauer (corante vital — azul tripan a 0,8% e corante nuclear —
lacméide a 1% em acido acético a 45° para diferenciar as células mono e
binucleadas).

Para a cultura das células placentarias em monocamada colocaram-se 8
gotas de 100 ml da suspens&o celular (2 a 4,5 x 10° células ml") em placa de
Petri, submersas em 6leo mineral, que permaneceram na estufa incubadora em
ambiente saturado de humidade, com 5% CO, e a 39 °C durante 3 semanas.
Estas placas eram refrescadas com meio de cultura (50 ml de cada vez, 3 vezes)
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de 48 em 48 h.

Uma vez que em trabalhos anteriores obtivemos embrides de melhor
qualidade e com maior velocidade de crescimento com a utilizacdo de SOCS nos
meios de cultura de embrides (Pereira et al., 1997), foi utilizado este soro no meio
de cultura para refrescamento das células placentarias, comparando-o com o
FCS. O SOCS foi introduzido em diferentes dias de cultura das células (dia2 e
dias 8 ou 9, correspondendo aos momentos de introdugdo dos embrides para a
co-cultura) para estudar a sua influéncia no crescimento destas e no dos embrides.
Foram assim instituidos 3 tratamentos: 12 Grupo PFCS: Dc0 (FCS) Dc17; 2°
Grupo Pp,SOCS: Dc0 (FCS) Dc2 (SOCS) Dc17; 32 Grupo Ppeg.9SOCS:
Dc0 (FCS) Dc8-9 (SOCS) Dc17.

Neste estudo foram utilizadas 4 placentas de fetos com 6, 35, 50 € 60 cm.
Procedeu-se a caracterizagédo do padrédo de crescimento das células placentarias
em monocamada, pela raspagem e recolha das células das gotas nos dias 3, 7,
10, 14 e 17 de cultura. Determinou-se o numero e tipo de células obtidas e
percentagem de células vivas no hemacitometro pela técnica ja descrita, fazendo-
-se sempre 3 repeti¢cdes por tratamento e para cada data de cultura, num total de
192 sessoes.

b) células da granulosa

Procedeu-se a aspira¢do dos foliculos com 2 a 6 mm de didmetro dos
ovarios transportados a 4 °C. As células obtidas apds lavagem e pipetagem eram
suspensas em meio de cultura (TCM199 + 10% SOCS + 100 Ul mI”" de penicilina,
100 ug ml™" de estreptomicina e 200 ug mlI"' neomicina) e colocadas em placas
de Petri de forma idéntica a ja descrita para as células da placenta, sendo
refrescadas de 48 em 48 h com o meio referido.

O tratamento estatistico para avaliar diferencas relativamente a viabilidade
e aotipo de células em cultura, entre placentas de diferentes fetos, soros do meio
de cultura e dias de cultura com as respectivas interacgdes, baseou-se no modelo
linear completamente casualizado, utilizando a andlise de variancia mdltipla e
andlises de varidncia simples associadas ao método das menores diferengas
significativas — LSD (ANOVA/MANOVA; StatSoft, Inc., 1995).

Producéo e cultura dos embrioes

Os oécitos foram recolhidos pela aspiragao dos foliculos com 2 a 6 mmde
diametro de ovarios bovinos transportados do matadouro em PBS a 37 °C. Os
complexos cumulus-oécitos aspirados foram colocados em meio de cultura
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(TCM199 + 10% SOCS + 100 Ul mI”" de penicilina, 100 ug ml™ de estreptomicina
e 200 ug mlI"" neomicina) dentro duma estufa incubadora a 39 °C, com 5% de
CO; e saturada de humidade durante 22 a 24 h. Apds este periodo, os odcitos
maturados foram inseminados com sémen bovino descongelado e submetido a
um processo de swim-up em meio Talp. Os odcitos e espermatozoides
permaneceram 22 h no meio de fertilizagdo (gotas de 40 ml com 10 o6citos em
cada), apds o que foram transferidos para as monocamadas de células placentarias
e da granulosa onde permaneciam 12 dias.

Experiéncia 1. Efeito do tipo de células em co-cultura - placenta na 12
semana (P1) v.s. granulosa (Gr) sobre a produgéo de embrides, utilizando 5 réplicas
por grupo.

Os presumiveis embrides foram transferidos para gotas de 100ul com
monocamadas de células da placenta (n=194) ou da granulosa (n=177) nos dias
2 ou 3 de cultura dessas células e refrescados diariamente com meio de cultura
(TCM199 + 10% SOCS + 100 Ul mI”" de penicilina, 100 ug ml™ de estreptomicina
e 200 ug ml™ neomicina + 0,25 ug ml”" anfotericina B). A clivagem foi avaliada 24
horas ap6s a transferéncia e o desenvolvimento dos embrides a partir do dia 7
(D7) até ao 12 ou 13 de idade. A qualidade dos embrides foi classificada
morfologicamente no D8, de acordo com um escala de 1- Muito bom a 4- Mau.

Experiéncia 2. Efeito do tipo de células em co-cultura - placenta 22 semana
cultivada com meio suplementado com FCS ou SOCS vs. granulosa sobre a
produgéo de embrides, utilizando 6 réplicas por grupo.

Os presumiveis embrides foram transferidos para as monocamadas de
células da placenta nos dias 8 ou 9 de cultura, tendo estas células sido refrescadas
com SOCS a partir do 2° dia de cultura (PpSOCS; n=368) ou apenas a partir do
82 ou 92 dia de cultura (Ppg.9SOCS, n=330), ou da granulosa no dia 2 de cultura
dessas células (Gr, n=428). A clivagem foi avaliada 24 h apés a transferéncia e a
qualidade e desenvolvimento dos embrides a partir do dia 8 até ao dia 12 ou 13
de idade.

O tratamento estatistico destes dados foi realizado pelo teste do qui-
quadrado em tabelas de contingéncia 2x2, através da comparacao dos valores
obtidos em cada grupo no somatério de todas as réplicas (StatSoft, Inc., 1995).

RESULTADOS
Caracterizacao da cultura
A percentagem de células binucleadas presentes nas células do epitélio
trofoblastico em cultura em monocamada apresentou valores médios entre 17,5
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e 22,97%, valores independentes do tamanho do feto das placentas utilizadas
(Factor 1:6, 35, 50 e 60 cm; F3 120=0,27; p<0,848), dos dias de permanéncia em
cultura (Factor 2: Dc0, Dc3, Dc7, Dc10, Dc14 e Dc17; Fis 120=1,71; p<0,137) e
dos diferentes tipos de soros testados nos meios de cultura (Factor 3: FCS, Dc2
SOCS e Dc8-9SOCS; Fiz,120=0,30; p<0,739) (Interacgbes: 1x25 1205, P<0,808;
1x3(5,120], P<0,976; 2x3[10,120}, P<0,672; 1x2X3|30,120), P<0,998).

Quanto a percentagem de células viaveis em cultura, houve interacgao
significativa entre o tamanho do feto e os dias de cultura (Fji5 120=2,47; p<0,0035),
verificando-se uma subida da viabilidade depois de Dc0, com valores de 90,7 a
96,5% de células vidveis no feto de 6 cm entre Dc10 e Dc17 (figura 1).
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Figura 1. Células vivas ao longo da cultura a partir de placentas de diferentes dimensdes ("crown

rump" em cm).

A vitalidade das culturas de acordo com o tipo de soro incorporado nos meios
de cultura esta representada na figura 2, onde se mostra que o grupo PDg ¢SOCS
€ 0 que apresenta maior persisténcia e uniformidade no incremento de células
vivas ao longo da cultura, embora ndo se tenha observado interacgao significativa
entre estes factores (Fi10,120=0,532; p<0,865). Nao foi observada interacgao
significativa entre os trés factores (Fzo,120)=0,645; p<0,918).

Producao de embrides

Os resultados obtidos na co-cultura de embrides com células de placenta na
12 semana os resultados comparados com os da granulosa (Quadro ) mostram
uma clivagem significativamente superior (P<0,01) nestas ultimas células, assim
como na percentagem de embrides extrusados.
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Figura 2. Células vivas ao longo da cultura apds diferentes tratamentos.

QuADRO | - EFEITO DA CO-CULTURA COM CELULAS DA PLACENTA 12SEMANA V.S. GRANULOSA SOBRE A PRODUGAO

DE EMBRIOES.
Grupos n  Embri-es clivados Embrises em D8  Embri>es Extrusados
n Y% n % n %
Granulosa 177 131 74,01 19 14,5 14 87,5
Placenta 1» semana 194 126 64,94 13 10,31 17 7,7
Valor de P (%2) P<0,01 P>0,05 P<0,0001

N&o foram encontradas diferengas significativas (P>0,05) na percentagem
de embrides D8 (total de embrides viaveis com 8 dias de idade / embribes clivados
x 100), mas quanto a qualidade (Fig. 3 e Quadro 1) houve mais embrides (P=0,002)
de grau 4 (maus) nos embrides cultivados com células da placenta.

Na segunda semana de cultura das células placentarias houve uma melhoria
das clivagens e extrusdo dos embrides cultivados nestas células, ndo diferindo
(P>0,05) dos valores obtidos com as células da granulosa (Quadro Ill). Ja a
percentagem de embrides D8 era significativamente superior (P<0,05) na co-
cultura destes com as células da granulosa e de melhor qualidade (Fig. 4 e Quadro
IV). No entanto, o tratamento Pp.,SOCS apresenta mais embrides de grau 4 € o
Ppes-9eSOCS mais de grau 3.
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Figura 3. Qualidade dos embrides D8 em co-cultura com células da granulosa e placenta 12

semana (G1-Muito Bom; G4-Mau).

QuADRO Il - EFEITO DA CO-CULTURA COM CELULAS DA PLACENTA 12SEMANA V.S. GRANULOSA SOBRE A QUALIDADE

DOS EMBRIOES D8.

Grupos Qualidade dos embri>es D8 (%)
Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
Granulosa 5,26 42,1 36,84 15,79a
Placenta 1» semana 0 15.38 15.38 69,23b
Valor de P (x2) P>0,05 P>0,05 P>0,05 P=0,002

QuabRro Il - EFEITO DA CO-CULTURA COM CELULAS DA PLACENTA A PARTIR DA 22 SEMANA (PDc2SOCS E PDc8-
9SOCS) E DA GRANULOSA SOBRE A PRODUGAO DE EMBRIOES.

Grupos n Embri>es clivados _Embries em D8 _Embri-es Extrusados
n % n % n %
I S Granulosa 428 287 67,05a 51 17,77a 34 66,7a
Il § PDcoSOCS 368 249 67,66a 29 11,64b 14 48,3b
Il S PDcg-9SOCS 330 239 72,42a 25 10,46b 14 56ab
vardop e s
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Figura 4. Qualidade dos embrides D8 em cultura com células da granulosa e placenta (PDc2SOCS
e PDc8-9SOCS9 (G1-Muito bom; G4.Mau).

Quabro IV - EFEITO DA CO-CULTURA COM CELULAS DA PLACENTA A PARTIR DA 22seMANA (PpcoSOCS e
PDcg-9SOCS) E DA GRANULOSA SOBRE A QUALIDADE DOS EMBRIOES D8.

Grupos Qualidade dos embri>es D8 (%)

Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
| - Granulosa 0 43,13a 33,33a 23,52a
Il - PDc2SOCS 0 6,89b 44,82ab 48,27b
Il - PDcg-9SOCS 0 12b 60b 28a
Valor de P (xz) I-Il: P=0,001 I-1ll: P=0,02  I-1l: P=0,02

I-1ll: P=0,007
DISCUSSAO

A co-cultura de embrides bovinos com células somdticas permite ultrapassar
o bloqueio no estadio de 8-16 células e estimula o desenvolvimento embrionério
in vitro (Ellington et al., 1990; Nakao e Nakatsuji, 1990; Pollard et al., 1991). Este
efeito ndo é especifico das células do tracto genital ou da espécie em causa
(Aoyagi et al., 1990; Goto et al., 1992).

As células da placenta vocacionadas para a gestagao e capazes de sintetizar
substancias especificas da gestacao (proteinas, prostaglandinas e esterdides)
poderiam servir de suporte e estimular o desenvolvimento embrionario,
contribuindo para a manutencdo dum micro-ambiente propicio a este
desenvolvimento. Esta situacao parece nao ocorrer na 12 semana de cultura das
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células trofoblasticas placentarias e embriées, melhorando quando a co-cultura
tem inicio na 22 semana de cultura das referidas células.

As percentagens de células binucleadas no epitélio trofoblastico da placenta
obtidas, estdo de acordo com os resultados apresentados por varios autores (20
a 25%- Gross e Williams, 1987,1988 e 15 a 22% - Hoffman e Wooding, 1993).
Estas células em cultura tém tendéncia para desenvolver material granular no
citoplasma e vacuolos no citoplasma a volta do nucleo, comegando depois a
degenerar (Dessai e Williams, 1990). Shemesh et al. (1984) referem a existéncia
de altera¢des na morfologia das células ao longo da cultura, com a diminuigéo
das células mononucleadas e o aparecimento de massas com multiplos nucleos
e citoplasma granular ao fim de 2-3 semanas. Estes dados corroboram a maior
dificuldade de identificagao das células binucleadas ao longo da cultura, mas néo
o desaparecimento das células mononucleadas no periodo de cultura estudado.

Aincorporacao de soro nos meios de cultura de células e embrides constitui
um suplemento de proteinas, hormonas e factores de crescimento utilizado pela
maioria dos autores para estimular o seu crescimento. O SOCS utilizado nos
meios de cultura, embora proporcionando embrides de melhor qualidade e com
maior velocidade de crescimento nas co-culturas com células da granulosa (Pereira
etal., 1997; Vasques et al., 1998), parece ndo ser o ideal para a fase inicial da
cultura das células placentarias. Estas células apresentam melhores resultados
quando utilizado o FCS nesta fase.

A melhoria das condi¢des proporcionadas aos embrides pelas células da
placenta na 22 semana de cultura podera resultar da auséncia da confluéncia
total (monocamada) destas células na 12 semana de cultura e da melhor viabilidade
das mesmas a partir da 22 semana. Esta melhoria das condi¢cdes proporcionadas
aos embrides quando s&o cultivados com células placentarias na 22 semana de
cultura e em meio com SOCS a partir do dia 8-9 da cultura celular, verifica-se
sobretudo na fase de clivagem, havendo a necessidade de melhorar o sistema
para a produgéo de embrides transferiveis.
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ABSTRACT

Carcass characteristics of lambs of Merino Branco Regional, in Spring and
Summer production systems were compared. A total of 48 lambs, 24 male and 24
female, age between 90-120 days, were involved. Data were adjusted to equal car-
cass weight. Significant differences (P<0.001) were recorded between Spring and
Summer lambs in proportion of muscle, 62.39% and 58.22%, respectively; and in
amount of total fat (sub fat, inter fat and kkcf), 17.29% for Spring lambs, and 20.77%
for the Summer lambs (P<0.05). The significant (P<0.001) higher amount of inter-
muscular fat in the Summer lambs, 11.18% versus 9.00% for Spring lambs were
account for the differences in total fat. The sub fat shows a tendency for an higher
amount in Summer lambs although not significant different. They were not found
significant differences between sexes.

Key words: carcass composition, lambs, Merino Branco

INFLUENCIA DO REGIME ALIMENTAR E DO SEXO NA
COMPOSICAO DE CARCACAS DE BORREGOS DA RAGA
MERINO BRANCO, A UM MESMO PESO DE CARCAGA

RESUMO

Um total de 48 borregos, com idades compreendidas entre os 90 e os 120
dias, foram envolvidos no ensaio. Metade s@o borregos produzidos na Primavera
(borrego Pascoal), e a outra metade produzidos no Verao (borrego Verani¢o). Em
quaisquer das épocas, 12 machos e 12 fémeas, foram seleccionados. A um mesmo
peso da carcaga os borregos de Primavera tém significativamente (p<0.001) mais
musculo, 62,39%, do que os de Verdo, 58,22% e significativamente (p< 0.05) menos
gordura total, 17,29% nos de Primavera versus 20,77% nos de Ver&do. A maior
propor¢éo de gordura total nos borregos de Verdo deve-se exclusivamente a uma
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significativamente (p<0.01) mais elevada propor¢éo de gordura intermuscular, 11,18%
para os de Verdo e 9,00% para os de Primavera. Relativamente ao sexo ndo ha a
registar quaisquer diferengas na composigdo das carcagas.

Palavras-Chave: borregos, composigdo das carcagas, Merino Branco

INTRODUGCAO

Actualmente existe uma forte tendéncia para a produgéo de borregos com
denominacao de origem, com vista a sua valorizagao.

Uma dessas denominagdes, e a qual se reporta este trabalho, é a Indicacao
Geografica “Borrego de Montemor-o-Novo”. Para beneficiar desta designacao os
borregos terdo de ser da raga Merino Branco Regional, a qual representa cerca
de 80% do efectivo ovino existente na area geografica delimitada, abatidos entre
os 90 - 120 dias de idade, com carcagas entre os 9 - 12 kg de peso, com uma
propor¢ao de gordura subcutanea entre os 6 e 0os 10%, correspondentes as classes
2 e 3 da grelha de classificagdo comunitaria de borregos leves ( CEE,1992/93),
provenientes de sistemas extensivos ou semi-intensivos. A alimenta¢do dos
borregos é efectuada através do leite materno (minimo de 60 dias), pastagens
(naturais ou semeadas), forragens (feno e silagem), restolhos, bolota e lande. A
administracdo de concentrados é permitida em determinadas épocas do ano sendo
interdita a utilizagcao de quaisquer promotores de crescimento (ACOMOR, 1996).

De modo a manter uma oferta constante, ao longo do ano, os produtores
consideram trés épocas de producao: a época de Primavera - o borrego Pascoal
- baseada numa alimentacdo a base de pastagem natural ou semeada e
acabamento com concentrado; a época de Veréo — o borrego Verani¢co —tambéem
com pastagem, mas com um maior recurso a concentrados; e a época de Inverno
- 0 borrego Natalicio - caracterizado por uma alimentagao a base de restolhos,
alguma erva nova, lande, bolota e concentrado.

Alguns trabalhos tém sido efectuados no dominio da influéncia do regime
alimentar sobre a composi¢ao de carcagas em borregos da raga Merino Branco.
Os mais recentes sao os de Santos Silva e Portugal (2000 e 2001), os quais
concluem que borregos machos, quando engordados intensivamente e abatidos
a varios pesos, até ao 35 kg, ndo apresentam diferengas significativas na
composicao das carcacas.

O objectivo do presente trabalho é o de estudar os efeitos das épocas de
produgéo, Primavera suplementada e Inverno, e dos sexos, machos e fémeas,
as quais representam cerca de 35% do total dos borregos abatidos, a um dado

90



Simdes et al.

peso, sobre a composi¢cdo das carcacas de borrego produzidas, com a
denominacao de Indicagdo Geografica “Borrego de Montemor-o-Novo”.

MATERIAL e METODOS

Animais

Um total de 48 borregos, 24 machos e 24 fémeas, com idades compreendidas
entre os 90-120 dias, provenientes de 4 exploragdes tidas como representativas
do “ Borrego de Montemor- 0 -Novo “, 12 borregos por exploragéo, 6 na Primavera
(3 machos e 3fémeas) e 6 no Verdo (3 machos e 3 fémeas), foram seleccionados
de uma maneira aleatéria dentro dos borregos enviados para o Matadouro. No
Quadro | expressamos a média dos pesos das carcagas dos animais
seleccionados, apos a refrigeracao.

QuADRO | - NUMERO DE CARCAGAS POR REGIME E SEXO E MEDIA E DESVIO PADRAO PARA O PESO DA CARCAGA (g)

REGIME SEXO PESO DA CARCAA + DP
Primavera F(12) 11150 + 1860
M (12) 10300 + 1100
Vero F(12) 10950 *+ 1250
M (12) 10840 + 1160
Alimentacao

Durante os primeiros 15 dias os borregos de Primavera alimentaram-se
exclusivamente com leite materno. Seguiu-se um periodo de pastoreio
conjuntamente com as mées, até aos 60 dias de idade, tendo os borregos sido
suplementados com 300 g de concentrado comercial, nos ultimos 30 dias.
Finalmente, uma fase de acabamento, em estabulagdo, durante a qual, para além
de palha, sdo suplementados com 900 g de concentrado, até aos 90-120 dias,
altura em que ocorreu o abate.

Os borregos de Verao também s&o alimentados exclusivamente com leite
durante os primeiros 15 dias mas, durante a fase de pastoreio, conjuntamente
com as maes, ao contrario dos de Primavera, comegam a receber concentrado,
nas mesmas quantidades, com 15 a 20 dias de antecedéncia, relativamente aos
de Primavera. Afase de acabamento é idéntica.
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Dissecacao

Apls o abate as carcacas permaneceram durante 24 h a 6 °C, sendo
seguidamente refrigeradas durante 7 dias a O °C. Decorrida a refrigeracao as
carcacas foram cortadas ao longo do plano sagital e procedeu-se a remocéao da
gordura renal e pélvica, de ambas as metades, de modo a obter um valor médio
para este deposito.

A metade direita foi dividida segundo o corte proposto por Colomer-Rocher
et al. (1988), obtendo-se as seguintes pecas: perna, lombo, costeleta anterior,
aba das costelas, pa e pescogo. Cada uma das pecas foi entao dissecada, obtendo-
se a sua composigdo em musculo, gordura subcutanea, gordura intermuscular,
0SS0 e residuo.

Estatistica

Recorremos a analise de covaridncia, modelo factorial, considerando as
variaveis regime e sexo como efeitos principais, fixos. Usamos o peso da carcaga,
como covariavel, de modo a estabelecer uma base comum para comparar os
resultados. Os dados foram analisados recorrendo ao programa SAS de Freund,
Littell e Spector (1986).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No Quadro Il expomos os valores obtidos para os diferentes tecidos. Pela
analise dos resultados na Quadro Il., verificamos que os borregos de Primavera
(P) aum mesmo peso de carcaga tém significativamente mais carne, 62,39%, do
que os de Verao (V), 58,22%, e menos gordura total, 17,29% versus 20,77%. A
maior propor¢ao de gordura total nos borregos de Verdo deve-se a uma
significativamente mais elevada proporg¢ao de gordura intermuscular 11,18% ver-
sus 9,0% e a tendéncia , embora n&o significativa, para uma maior proporgéo de
gordura subcuténea, 7,39 e 6,05%, sendo a proporc¢ao de gordura renal e pélvica
praticamente igual, 2,20 e 2,24% respectivamente para os de Verao e Primavera.
Os valores mais elevados para a gordura total nos borregos de Verao, alimentados
com concentrados, séo consistentes com os resultados de Crouse et al. (1981);
Sully e Morgan (1982); Ahmad e Davies (1986); Miller et al.(1987) e Santos Silva
(1999), quando compararam, planos energéticos elevados com planos mais baixos.

Relativamente ao sexo nao ha registar quaisquer diferencas na composicao
das carcagas a um mesmo peso. Porém, estes valores ndo estdo de acordo nem
com os registados por Wood et al. (1980), nem com os de Kempster et al. (1987)
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onde, a um mesmo peso de carcaga, as fémeas apresentam uma proporgao
mais elevada de gordura. Uma possivel explicacéo para esta discrepancia podera
ter a ver com o facto dos resultados referidos por aqueles autores se reportarem
a borregos pesados, carcacas com 17-18 kg, abatidos portanto a uma propor¢ao
mais elevada do seu peso maduro do que no presente trabalho, numa fase em
que o efeito inibidor dos estrogéneos, promovendo o encerramento das placas
epifisérias e uma menor ac¢ao anabdlica sobre o crescimento muscular do que
0s androgénios, , levam a maior proporgao de gordura na carcaga, segundo Law-
rence e Fowler (1998).

Embora a proporgao de gordura total seja mais elevada nos borregos de
Verao do que nos de Primavera a propor¢éo de gordura subcutanea, que expressa
acabamento, 6% para os de Primavera e 7,4% para os de Verdo estao dentro da
amplitude admitida para esta categoria de borregos, entre 6 e 10% de gordura,
correspondentes as classes 2 e 3 da grelha de classificagdo comunitaria para
borregos leves.

Quabro Il - PERCENTAGENS DE (O), MUscuLo (M), GORDURA TOTAL (GT), GORDURA SUBCUTANEA (GS), GORDURA
INTERMUSCULAR (Gl) E GORDURA RENAL E PELVICA (GRP) AJUSTADAS PARA UM MESMO PESO DE
CARCAGA (10800 g), POR REGIME E SEXO.

f

0] M GT GS Gl GRP
Regime
Primavera 20,33 62,39 17,29 6,05 9,00 2,24
Ver<«o 21,01 58,22 20,77 7,39 11,18 2,20
Sexo
F 20,61 60,47 18,93 6,46 10,23 2,24
M 20,73 60,14 19,13 6,99 9,95 2,20
EP Aprox 0,37 0,74 1,01 0,49 0,48 0,16
Signific%o.ncia do efeito #
Regime NS * NS * NS
Sexo NS NS NS NS NS NS

f GT=(GS+GI+GRP); # as interacgcdes regime x sexo nao foram significativas (P>0.05)

No Quadro lll expomos os resultados para algumas relacoes teciduais.
Pela analise dos resultados verifica-se que a relagcdao M:O e M:GT séo
significativamente diferentes entre os regimes alimentares. Arelagao M:O com os
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valores 3.07 e 2.78 respectivamente para os de P e V, e a relagdo M:GT com
valores 3.98 e 3.21 também respectivamente para a P e V. No que concerne ao
sexo nao ha a registar diferencas significativas para quaisquer destas relacoes.

QuAbRo Il - MEDIAS AJUSTADAS PARA AS RELAGOES MUSCULO:0sSO (M:O), GORDURA SUBCUTANEA:GORDURA
INTERMUSCULAR (GS:Gl), MUScuLO:GORDURA TOTAL (M:GT) E PERCENTAGEM DE PEGCAS NOBRES

(PN) A um MESMO PESO DE CARCAGA (10800 Q).

(0] M GT GS Gl GRP
Regime
Primavera 20,33 62,39 17,29 6,05 9,00 2,24
Ver<«o 21,01 58,22 20,77 7,39 11,18 2,20
Sexo
F 20,61 60,47 18,93 6,46 10,23 2,24
M 20,73 60,14 19,13 6,99 9,95 2,20
EP Aprox 0,37 0,74 1,01 0,49 0,48 0,16
Signific%.ncia do efeito #
Regime NS * NS * NS
Sexo NS NS NS NS NS NS

# as interacgdes regime x sexo nao foram significativas (P>0.05)

A relagdo GS:Gl néo é significativamente diferente nem entre os regimes
nem entre 0s Sexos.

Sendo a relagcdo M:O uma relagdo estrutural, geralmente tida como
independente dos regimes alimentares, como comprovam os trabalhos de Elsey
et al.(1964); Fowler (1968) e Lowman (1971), citados por Black (1974), e os de
Buttler-Hogg e Johnson (1986), seria de esperar que ndo fossem significativamente
diferentes entre os regimes. Anao existéncia de diferengas significativas na relagéo
M:O entre os sexos, em carcagas leves, estd de acordo com os resultados de
Janela e Santos Silva (1986) e os de Teixeira et al. (1996), embora em desacordo
com os de Jones et al. (1984). Aqui, o facto de se tratarem de borregos pesados
e portanto num estadio mais avancado de maturidade que podera justificar as
diferengas entre sexos.

As diferengas significativas para a relagdo M:GT, 3.98 e 3.21, respectivamente
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para os regimes P e V nada mais sdo do que o reflexo da maior proporcao de
gordura nos borregos de Veréo.

A homogeneidade na relacao GS:Gl entre os regimes, ndo obstante a maior
proporcao de gordura total nas carcacas dos borregos de Verao, podera dever-se
ao facto das diferengas nos ganhos médios diarios, ndo registados no presente
estudo, ndo serem suficientemente elevadas. Esta hipétese é sustentada pelos
trabalhos de Lee (1986) e de Santos Silva (1999) os quais verificaram que quando
as diferencas nos ganhos médios diarios sdo pequenas, embora significativas,
respectivamente 80 g e 50 g, a homogeneidade desta relagdo mantém-se. Quando
as diferengas sao muito acentuadas sao de esperar diferengas na particdo de GS
e Gl, como comprovou, Murray e Slezaceck (1976), em bovinos. Que as diferengas
na particado dos depdsitos adiposos devem ser atribuidas a velocidade de
crescimento e ndo a composigédo da dieta é suportada pelo trabalho de Santos
Silva e Portugal (1991), os quais submetendo borregos a duas dietas diferentes,
com relagdes concentrado/grosseiro, de 85/15 e 40/60, e com ritmo de crescimento
semelhante verificaram que néo havia diferengas significativas na particdo de
gordura. Relativamente aos sexos a nao existéncia de diferencas na relagdo GS:Gl
€ consistente com os observados por numerosos autores, 0s quais apenas
assinalam diferengas nas proporgdes de gordura renal e pélvica, Hawkins et al.
(1985); Thompson et al. (1987); Thonney et al. (1987); Janela e Santos Silva
(1986). No presente estudo a proporgcédo de gordura renal e pélvica (Quadro Il.)
mantém-se constante entre os sexos, também explicavel pelo facto dos borregos
terem sido abatidos a uma baixa propor¢éo do seu peso adulto, pois Alves (1990),
para a gordura renal e pélvica, em borregos da raga Merino Branco, abatidos a
40, 50 e 60% do seu peso adulto, determinou crescimentos relativos de 0,49
(precoce) e de 1,26 (tardio), respectivamente para machos e fémeas, o que
necessariamente levaria a uma maior deposi¢ao de gordura renal e pélvica nas
fémeas se os abates tivessem ocorrido a pesos mais elevados.

No que concerne a proporgao de pegas nobres ndo ha a registar diferencas
significativas entre os sexos de acordo com o verificado por Alves (1990)

Como concluséo geral registe-se o facto das carcagas produzidas no Verao
serem significativamente mais gordas do que as de Primavera, embora dentro
dos limites para comercializagao, sendo a gordura intermuscular responsavel pela
diferenga registada; de n&o haver diferencas significativas entre sexos na
composicao das carcagas; e de ndo se terem registado interacgdes significativas
regime x sexo, indicadoras da independéncia do sexo relativamente ao regime.
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ABSTRACT

During the last decades, several research groups developed investigations in or-
der to characterize proteins or glycoproteins synthesized by ruminant placenta. As
result of these investigations, a large family of pregnancy-associated glycoproteins
was identified in bovine ovine and caprine placenta. By using molecular biology tech-
niques, it was demonstrated that they are members of the aspartic proteinase
superfamily, in which they co-exist with pepsinogens, renin, cathepsin D and E, etc.
Due to their secretion in large amounts by the trophoblastic binucleated cells, bovine
PAGs are detectable in maternal circulation soon after implantation. In the present
work, in addition to the physiological and biochemical characterization of bovine PAGs,
it will be showed how the measurement of PAG concentrations in maternal blood is
useful for both pregnancy confirmation and follow-up of the fetus-placental well-be-
ing. Available information related to other placental proteins will be also discussed.
Key words: bovine, PAG, placenta, proteins

PROTEINAS PLACENTARIAS EXCRETADAS PARA A
CIRCULACAO MATERNA: AUXILIO NO DIAGNOSTICO DE
GESTACAO E NO ESTUDO DA MORTALIDADE EMBRIONARIA
EM BOVINOS

RESUMO

Durante as Ultimas décadas, varias equipas de investigagao tém envidado esforgos
para caracterizar proteinas ou glicoproteinas produzidas pela placenta dos ruminantes,
a qual resultou na descoberta de uma grande familia de glicoproteinas associadas a
gestagao (PAGs) expressas na placenta de bovinos, ovinos e caprinos. Recorrendo
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a técnicas de biologia molecular, as PAGs foram identificadas como pertencendo a
super familia das proteinases asparticas, da qual também fazem parte os
pepsinogénios, a renina, as catepsinas D e E, entre outras. Uma vez que as PAGs
sdo produzidas em largas quantidades pelas células binucleadas do trofoblasto, os
seus niveis sdo facilmente detectaveis na circulagdo materna a partir do inicio da
gestacdo. No presente trabalho, além de serem caracterizados os principais aspectos
fisiologicos e bioquimicos das PAGs bovinas, sera demonstrada que a determinagao
dos niveis de PAGs sao um Optimo instrumento de trabalho para o diagnéstico da
gestacao, servindo ainda como indicador do bem estar do feto e do estado sanitario
da placenta. Informagdes relativas a outras proteinas placentérias serao discutidas
comparativamente as informagdes disponiveis sobre as PAGs.

Palavras-chave: bovinos, PAG, placenta, proteinas
INTRODUCAO

A placenta € um sistema organico polivalente com uma funcéo fisiologica
vital na perpetuidade da mamiferos euterianos: o desenvolvimento fetal esta
relacionado com o desenvolvimento da placenta do ponto de vista anatémico,
genético e metabdlico. No que diz respeito a fungdo enddcrina dos mamiferos,
estainclui varias hormonas tais como a progesterona, estrogéneos, gonadotrofinas
coridnicas, lactogénes placentarias (também designados por somatoma-
motrofinas), prolactinas, hormonas e factores de crescimento, além de proteinas
e glicoproteinas especificas ou associadas a gestacao, as quais interferem com
a gestacdo, a manutengéo do corpo luteo, a toler&ncia imunitaria do embrido/feto
pela mée, o metabolismo materno intermédio, o crescimento fetal e o
desenvolvimento da glandula mamaria.

O estudo da fungéo enddcrina da placenta dos bovinos sera discutida no
presente trabalho. As proteinas associadas a gestacdo, bem como o seu
relacionamento com outras hormonas peptidicas serdo usadas como termos de
comparagao para compreensdo da sua estrutura, fungao e produgéo das proteinas
placentérias.

PLACENTA

A placenta desempenha um papel essencial no estabelecimento e
manutencao da gravidez bem como no desenvolvimento fetal, funcionando como
um 6rgao respiratorio, nutricional, endécrino e imunolégico. Contrariamente ao
que se acreditou durante muitos anos, a placenta néo representa somente uma
barreira mae/filho, possuindo efectivamente um papel activo e selectivo de trocas
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entre a mae e o feto, o qual evolui em harmonia com outros sistemas. A estrutura
da placenta varia de acordo com as espécies, e dela depende o comportamento
do embrido na altura da nidacao, quer esta seja nos tecidos de limen uterino ou
entdo apenas na mucosa uterina.

Apesar de algumas imperfeicoes, a classificacao dos diferentes tipos de
placentas baseada na estrutura histologica ou, mais precisamente no nimero de
camadas histologicas que separam o feto do sangue materno parece-nos ser a
mais correcta. Neste tipo de classificagdo, os diferentes tipos de placentas sao
divididos em quatro grupos: placentas epitéliocoriais (ex. equinos e suinos), pla-
centas sindesmocoriais (ex. ruminantes), placentas endotéliocoriais (ex.
carnivoros) e finalmente placentas hemocoriais (ex. primatas e roedores). O grau
de ligagao entre o epitélio uterino e a placenta é praticamente nulo nas placentas
epitéliocoriais, sendo maximo nas placentas hemocoriais, onde o tecido uterino é
modificado e rompido pelos tecidos da placenta, sendo este fenédmeno responsével
pelo sangramento que ocorre durante o parto. Quanto aos bovinos, a placenta
situa-se entre dois tipos, ndo sendo completamente sindesmocorial nem
epitéliocorial. Nesta espécie existe a presenga de microvilosidades nas quais o
epitélio uterino persiste mas é modificado num hibrido feto-materno formado pela
migracao e pela fusédo das células binucleadas do corion fetal com as do epitélio
uterino (Wooding, 1992).

Células binucleadas
O elemento mais caracteristico da placenta dos ruminantes é a presenca
de células binucleadas no trofoblasto (Wimsatt, 1951). Estas células
primordialmente descritas por Assheton em 1906, tém sido objecto de inUmeras
investigacdes atraves das ultimas cinco décadas (Drieux e Thiery, 1951; Amoroso,
1952; Wooding e Whathes, 1980; Klisch et al., 1999). As células binucleadas
derivam das células coriénicas mononucleadas por cariocinese sem subsequente
citocinese. As células mais jovens sdo localizadas profundamente na trofoderme
e a sua maturagéo é feita progressivamente quando do seu aparecimento na
superficie materna (Wooding, 1983). As primeiras células binucleadas aparecem
imediatamente antes da implantagdo (Wango et al., 1990a), podendo ser
reconhecidas a partir de 14 dias apés a fertilizacdo nos ovinos (Wooding, 1984) e
a partir do dia 17-18 nos bovinos (Wathes e Wooding, 1980).
Apos o desenvolvimento da placenta, as células binucleadas representam
15-20% do total da populacao celular placentaria (Wooding, 1983; Wooding et
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al., 1986; Wango et al., 1990b) das quais cerca de uma em sete migram em
direccao ao epitélio uterino, em qualquer altura de gestacéao (Wooding et al., 1996).
A migracdo das células binucleadas representa um papel importante na
remodelacdo da estrutura da placenta, induzindo uma reaccao com as células
uterinas o que pode resultar na formagéo de células trinucleadas de vida curta
em bovinos (Wooding e Beckers, 1987) ou na formagéo de extensas placas
sinciciais em ovinos (Wooding, 1992).

No que diz respeito a sua fungdo endécrina, na década de 40 suspeitou-
se que a presenca de células especiais da placenta dos ruminantes estaria
relacionada com a produgao de hormonas essenciais a manutengao da gestagéo.
Nesta década foi provada pela primeira vez a redugéo da actividade gonadotréfica
da pituitaria na vaca gestante, sugerindo-se que o corpo luteo fosse substituido
por substancias luteotréficas produzidas num outro 6rgdo qualquer. Em 1952 e
1954, respectivamente Weeth e Herman e Bjérkman usando micro-sec¢oes de
cotilédones corados com “periodic acid Schiff (PAS)”, descreveram a presenga
de numerosas células trofoblasticas contendo glicoproteinas. Cerca de 10 anos
mais tarde, Foote e Kaushik (1963) demonstraram a presenca de actividade LH
nos cotilédones. Estes estudos foram pioneiros neste campo, abrindo o caminho
para a futura identificag&o e caracterizagéo de hormonas e proteinas sintetizadas
pela placenta dos ruminantes.

Actualmente é bem conhecido que as células binucleadas estao
directamente envolvidas na produgéo de progesterona (Wango et al., 1991; Wango
et al.,, 1992; Wooding et al., 1996), prostaglandinas (Reimers et al., 1985b),
hormonas placentérias lactogénicas (Verstegen et al., 1985; Wooding et al., 1992)
e glicoproteinas especificas ou associadas a gestagao (Reimers et al., 1985a;
Gogolin-Ewens et al., 1986; Morgan et al., 1989; Zoli et al., 1992a; Atkinson et al.,
1993). Estes produtos antes de serem excretados sdo armazenados em granulos
densos, 0s quais ocupam mais de 50% do citoplasma (Lee et al., 1986) e os
quais libertam o seu conteudo directamente no sistema materno ap6s a migragéao
das células binucleadas (Wooding, 1984).

PROTEINAS PLACENTARIAS

As proteinas excretadas pela placenta, apdés 0 momento em que podem
ser doseadas na circulagdo sanguinea materna, apresentam-se como um éptimo
indicador de gestacdo bem como do estado sanitario da unidade feto-placentaria.
Contudo, apesar de muita investigacao ter sida desenvolvida sobre as fungdes
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fisiologicas destas proteinas placentarias, a exacta funcao da maior parte delas
continua ainda desconhecida.

E sabido, por exemplo, que nas espécies ruminantes, o interferon tau
permite a manutengéo do corpo luteo funcionando como um agente anti-luteolitico
(Martal et al., 1979), enquanto que nos primatas, esta manutengao é assegurada
pela gonadotrofina coridénica (Aschheim, 1927). Além de factor anti-luteolitico, o
interferon tau funciona ainda como um factor estimulante na sintese da
progesterona. Para além destas ac¢oes, esta glicoproteina parece também exercer
uma fung&o importante, principalmente nas primeiras etapas da gestagéo, na
tolerdncia imunitaria do embrido/feto pela mae (Fillion et al., 1991; Martal et al.,
1997). Num estado mais avangado da gestacao, a placenta produz a hormona
lactogénio placentario, a qual é responséavel pela estimulagdo da actividade
mamaria (Forsyth, 1986), estando também envolvida, pelo menos parcialmente,
no crescimento fetal (Chene et al., 1988) e no metabolismo materno (Freemark et
al., 1992).

Os maiores grupos das proteinas placentarias e os seus aspectos mais
relevantes, sdo discutidos a seguir.

Proteinas associadas a gestacao (PAGs)

As PAGs, conhecidas com uma enorme variedade de nomes 0s quais
incluem “Pregnancy-Specific Protein B” (PSPB) (Butler et al., 1982; Lynch et al.,
1992) e “Pregnancy-Specific Protein 60” (Camous et al., 1988; Mialon et al., 1993)
foram primeiramente descritas como antigénios placentarios da placenta de
bovinos, os quais estavam presentes no soro sanguineo da mae a partir do primeiro
més de gestacgao. Nos ultimos 20 anos, Butler, Beckers, Zoli e Xie e colaboradores
(Butler et al. 1982; Beckers et al.,, 1988b; Zoli et al., 1991; Xie et al., 1991)
identificaram uma longa variedade desta familia de glicoproteinas produzidas
especificamente pela camada celular externa da placenta das espécies unguladas
(Zoli et al., 1992a; Green et al., 2000).

Usando procedimentos bioquimicos, algumas moléculas da familia das
PAGs foram isoladas a partir de cotilédones de vaca (Zoli et al., 1991), da ovelha
(Zoli etal., 1995, Xie et al., 1997a) e da cabra (Garbayo et al., 1998). Apds terem
sido isoladas, estas moléculas foram usadas para imunizar coelhos e o anti-soro
obtido permitiu o desenvolvimento de ensaios radio-imunoldgicos para a deteccao
de PAG no soro sanguineo das diferentes espécies (Zoli et al., 1992b; Ranilla et
al., 1994; Gonzalez et al., 1999).
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O doseamento das concentracoes de PAG representa actualmente um
optimo método de diagnéstico de gestagdo bem como de estudo da funcéo do
trofoblasto, podendo ajudar no maneio da reproducao bem como nos aspectos
clinicos e de investigacao para determinar diferentes aspectos patolégicos que
possam afectar a gestacao (Zarrouk et al., 1999a,b).

Familia das PAGs bovinas (boPAGS)
a) A boPAG-1

Apo6s terem sido isoladas por Zoli e colaboradores em 1991, e apéds a
primeira caracterizagéo por Xie e colaboradores em 1991, diferentes moléculas
da familia das PAGs foram identificadas e denominadas dum modo arbitrario até
apresente data.

A boPAG purificada por Zoli et al. em 1991 e que posteriormente passou
e designar-se de boPAG-1 (Xie et al., 1995) demonstrou ser uma proteina acidica
com um peso molecular de 67 000, existindo quatro isoformas (I, Il, lll e IV) com
diferentes pontos isoeléctricos (4,4; 4,6; 5,2 e 5,4). O ponto isoeléctrico esta
directamente relacionado com a quantidade de acido sidlico existente em cada
isoforma (2,12%, 0,83%, 0,64% e 0,29%, respectivamente). Estudos
imunoquimicos permitiram detectar a boPAG-1 predominantemente no citoplasma
de células binucleadas presentes nos tecidos dos cotilédones (Zoli et al., 1992a).
Apresenca de antigénios imunologicalmente idénticos a boPAG-1 foram também
encontrados em extractos de ovarios e testiculos (Zoli et al., 1990), o que justifica
o adjectivo “associadas” e ndo “especificas” que sdo dadas a esta glicoproteina.

O facto mais surpreendente da boPAG-1 apds a sua purificagao foi a
descoberta de que esta proteina pertence a uma familia de enzimas proteoliticas,
as quais sao conhecidas como proteinases asparticas, possuindo uma grande
identidade em aminoacidos com as sequéncias da pepsina, da quimosina, da
catepsina D e E, darenina, da napsina e da memapsina. Contudo, apesar de sua
similaridade estrutural com outras proteinases asparticas (Guruprasad et al., 1996;
Xie et al., 1997b), esta molécula é considerada como cataliticalmente inactiva.
Xie e colaboradores (1991) demonstraram que a falta aparente da actividade
proteolitica da boPAG-1 é devida a presenga de alanina (Ala-76) no local onde
normalmente existe glicina (Gly-76). Esta mutagao tem como consequéncia uma
mudanca do local da molécula catalitica da 4gua da sua posi¢ao simétrica nor-
mal, originando a inactividade catalitica desta proteina (Davies, 1990).

b) A boPAG-2
Em 1994, Xie e colaboradores identificaram uma proteina coriénica
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anteriormente isolada por Beckers e a sua equipa (1988a) como sendo um novo
membro da familia das proteinases asparticas, a qual foi dado o nome de boPAG-
2 (Beckers et al., 1994). Esta glicoproteina foi caracterizada como sendo um
polipéptido de 372 aminoacidos estruturalmente semelhante a boPAG-1, a ovPAG-
1 e apepsina (com uma sequéncia de 58%, 58% e 51% dos aminoé&cidos idénticos,
respectivamente).

O ADN complementar da boPAG-2 é detectado a partir dos 17 dias de
gestacao, coincidindo com o inicio da implantagdo. Contudo, contrariamente ao
que acontece com a boPAG-1, a boPAG-2 ainda ndo foi purificada até a
homogeneidade, ndo podendo ser usada para o desenvolvimento de doseamentos
radio-imunoldgicos que permitam a sua detec¢ao na circulagdo sanguinea ma-
terna.

Contrariamente ao que acontece com a boPAG-1, a boPAG-2 tem um
centro catalitico com uma sequéncia de aminoacidos idéntica a outras proteinases
aspéarticas activas. Uma possivel actividade proteolitica da boPAG-2 continua,
contudo, ainda por esclarecer.

¢) Outras boPAGs

Até ao presente, como resultado do uso de técnicas de biologia molecu-
lar, foram identificados 21 ADNs codificantes para diferentes PAGs na espécie
bovina (Xie et al., 1991; Xie et al., 1994; Xie et al., 1997b; Green et al., 2000).
Estas moléculas diferem em ao menos 5% em sua sequéncia de nucleotideos,
sendo expressas em células mononucleadas, binucleadas ou mesmo em ambas.
A excepcéo das boPAGs —1 e —2, ainda nao foi possivel isolar a maioria destas
proteinas a partir de placentas, ndo sendo as mesmas identificaveis na circulagao
periférica sanguinea.

Ensaios radio-imunoldgicos para dosear a boPAG-1
a) Doseamento de PAG durante a gestacdo normal

Na pratica, o anti-soro produzido em coelhos contra a boPAG-1, PSPB
ou PSP-60 tem permitido o desenvolvimento de ensaios radio-imunoldgicos
especificos para dosear estas proteinas no sangue de vacas (Sasser et al., 1986;
Humblot et al., 1988ab; Sasser et al., 1989; Zoli et al., 1992b; Mialon et al., 1993;
Skinner et al., 1996). Uma vez que as concentra¢des de PAG sdo mais elevadas
no soro da mae que no do feto (Zoli et al., 1992b), pode concluir-se que esta
glicoproteina é libertada preferencialmente no sistema materno em detrimento
do do feto.
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Na circulagao materna, a PAG pode ser detectada ao mesmo tempo que
o trofoblasto estabelece ligagdes definitivas com as paredes do utero. Desde o
inicio da gestagao até uma semana antes do parto, as concentragdes aumentam
devagar e gradualmente (Fig. 1). Durante o periodo do parto as concentracées
aumentam rapidamente atingindo valores de 1 a 5 ug/ml alguns dias antes do
parto (Zoli et al., 1992b; Patel et al., 1997) (Fig. 1),. As concentragdes baixam
apds o parto, atingindo niveis basais, indetectaveis cerca de 100 dias pds-parto
(Zoli et al., 1992b). O relativo longo tempo necessitado pela boPAG-1 para
desaparecer da circulagao sanguinea materna pode ser explicada pela elevada
concentragao presente no sangue matemo na altura do parto, bem como alonga
vida-média desta glicoproteina a qual esta estimada em 7,4 a 9 dias (Kiracofe et
al., 1993; Ali et al., 1997). Investigagdes realizadas durante o periparto
demonstraram ainda a influéncia do ambiente maternal e do gendtipo fetal (sexo
e raca) nas concentragdes periféricas de boPAG-1. De facto, as concentragdes
de PAG sao mais elevadas na circulagdo materna em cruzamentos de ragas que
em ragas puras (Guibault et al., 1991).
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Figura 1. Perfil das concentragbes de PAG (média + desvio padrdo) calculados no soro de 20
vacas colectadas do dia 20 de gestacdo ao dia 100 pés-parto. A remacar a escala
artimética das concentragcdes de PAG do dia 20 ao dia 220 de gestagdo e a escala

logaritmica do dia -40 antes do parto ao dia 80 pds-parto. Adaptado de Zoli et al., 1992b.
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A deteccao da PAG em amostras de soro ou de plasma é correntemente
usada como método para diagnosticos de gestacao em bovinos a partir dos 29-
30 dias apo6s a fecundacao (Sasser et al., 1986; Humblot et al., 1988a; Szenci et
al., 1998a,b, 2000a,b). Os valores considerados como positivos para o doseamento
de PAG para fins de diagndstico de gestacao variam de 72% (dia 29 apos
inseminagao artificial; Szenci et al., 1998b) a 93% (dia 45 ap6s inseminacao arti-
ficial; Zoli et al., 1992b), enquanto que os valores considerados como negativos
variam de 95% a 100% (respectivamente aos dias 29 e 45 apds inseminagéo
artificial; Szenci et al., 1998Db).

b) Doseamento de PAG durante gestacoes anormais

Em 1999 Horta demonstrou existir um maior crescimento do feto durante
a gestagdo, quando os vitelos resultam a partir de embrides produzidos in vitro.
Além do aumento do peso alguns bezerros podem apresentar anomalias
morfoldgicas tais como edemas do corddo umbilical com hipertrofia da placenta,
as quais sao responsaveis por elevadas concentragdes de boPAG-1 na circulagao
materna. Em alguns casos, estas concentracdes podem atingirentre 9 ug a 12,35
pug/ml (Ectors et al., 1996b). Consequentemente, concentragdes anormalmente
elevadas de boPAG-1 na circulagao materna podem ser um importante indicio da
presenca de quantidades anormais de tecidos do trofoblasto.

No caso contrario, a observacdo de um acentuado decréscimo nas
concentragdes de boPAG-1 apds monta natural, inseminagéo artificial, fecundagéo
in vitro ou clonagem um forte indicador de disfungao placentaria ou sofrimento
fetal. Num estudo pioneiro, o doseamento de concentragées de boPAG-1 em
amostras colectadas semanalmente apds transferéncia de embrides produzidos
in vitro permitiu a detecgdo de mortes embrionarias e fetais na espécie bovina
(Ectors et al., 1996a). O mesmo fenémeno de redugéo nas concentragdes de
PAG em caso de abortos de origem infecciosa e ndo infecciosa foi descrito por
Zarrouk et al. (1999a,b) em cabras de origem norueguesa. Contudo, dadas as
elevadas variagcdes nas concentragées da PAG no sangue materno, somente
uma acentuado decréscimo ou desaparecimento total da PAG pode ser um sinal
efectivo da morte embrionaria ou fetal no caso de gestagdes multiplas e simples,
respectivamente.

Foi demonstrada ainda que a utilizacao paralela da ultrasonografia (US)
e do doseamento de hormonas como a progesterona (P4) e a boPAG-1 pode
revelar a ocorréncia de diversos problemas frequentemente observados em
condicbes de campo, tais como a re-inseminacao de fémeas ja gravidas ou a
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administragao de prostaglandina F2a no inicio de uma gestagao viavel causando
a morte do embrido ou do feto. Em ambos os casos, os quais se traduzem em
erros no maneio da reproducao, a identificacdo de mortalidade embrionaria ou
fetal passaria despercebida sem o uso destas técnicas, sendo considerada
simplesmente como um retorno tardio em cio.

Szenci e colaboradores (1998a) descreveram diversas situagées nas quais
o doseamento de proteinas associadas a gestagao e progesterona demonstraram
ser extremamente Uteis quando associadas a técnica de US. Neste estudo,
merecem ser citados particularmente o caso da vaca n® 3129 (Fig. 2), na qual as
concentragdes de PAG diminuem enquanto que as concentragdes de progesterona
permanecem elevadas mesmo apds a ocorréncia de mortalidade embrionaria
devido a persisténcia do corpo lGteo; a vaca n® 3369, na qual as concentragdes
de PAG mostram claramente que a vaca tinha sido fecundada quando da primeira
inseminagao e que a realizagdo de uma segunda inseminagao 21 dias mais tarde
provocou provavelmente uma contaminagao do Utero, resultando em mortalidade
embriondria; a vaca n® 3570, na qual o doseamento de PAG confirma a ocorréncia
de mortalidade embrionaria precoce indicada pela US, e por fim, o caso da vaca
n® 3004, na qual as concentragdes de PAG demonstram que esta vaca teria sido
inseminada num curto periodo apéds o parto (concentragdes decrescentes de PAG),
e que neste caso, provavelmente o ambiente uterino ndo estaria preparado para
o estabelecimento de uma nova gestagao.

Lactogénios placentarios

Os lactogénios placentarios, também conhecidas por somatomamotrofinas
coriénicas, sdo hormonas proteinaceas de origem placentaria com uma parte
estrutural e funcional idénticas as hormonas de crescimento e a prolactina.

A fungao das hormonas lactogénes placentéarias varia de acordo com as
diferentes espécies. Em geral foi sugerido que estas hormonas influenciam o
desenvolvimento da glandula mamaria e a lactogénese (Forsyth, 1986; Buttle et
al., 1972), as esteroidogéneses ovariana (Glaser et al., 1984; Telleria et al., 1998)
e placentaria (Deayton et al., 1993), o crescimento fetal (Chene et al., 1988),
alterando ainda o metabolismo maternal para acomodar o feto, contribuindo para
0 seu crescimento e desenvolvimento (Freemark et al., 1992).

Lactogénio placentario bovino ou somatomamotrofina conionica bovina
(bCS)
Estudos efectuados em hormonas placentarias precederam os estudos
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feitos sobre as PAGs nos ruminantes domésticos. Na espécie bovina, a actividade
lactogénica dos cotilédones foi primeiramente demonstrada por Buttle e Forsyth
(1976). Este estudo pioneiro foi efectuado recorrendo ao uso de uma co-cultura
de células do tecido mamario de rata e de tecido cotiledonar de vaca em diferentes
estagios de gestagao, durante um periodo de 5 dias. Com este trabalho, foi obtida
uma substancia lactogénica com actividade equivalente a cerca de 300 ng da
actividade da prolactina bovina. Purifica¢des realizadas ao mesmo tempo a partir
do uso de placentas bovinas por varias equipas de investigacado (Bolander e Fel-
lows, 1976; Beckers et al., 1980; Murthy et al., 1982) permitiram a identificacao
de uma proteina com actividade somatomamotrépica, denominada mais tarde de
hormona lactogénio placentario (bPL) ou somatomamotrofina conidnica bovina
(bCS).
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Figura 2. Concentragdes plasmaticas de boPAG-1 (-1-11-) e progesterona (-A-A— ) em 4 vacas
nas quais o diagnodstico de gestagao inicialmente positivo (P) por ultrasonografia foi
seguido de um diagnéstico negativo (N) por ultrasonografia ou pela observagao directa
da morte fetal (MF). A vaca n® 3369 foi re-inseminada (I.A.) no 20° dia apds a primeira
inseminagéo. Adaptado de Szenci et al., 1998a.

AbPL é produzida pelas células coridnicas binucleadas (Verstegen et al.,
1985; Kapes et al., 1992), as quais libertam os seus produtos para a circulacao
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materna apos sua migracao e fusdo com células do epitélio do endométrio
(Beckers, 1983). Em contraste com outros lactogéneos placentarios, a PL bovina
€ uma glicoproteina que contém n-ligandos e o-ligandos oligosacarideos
(Shimomura e Bremel, 1988; Byatt et al., 1987). Esta composicao glicoproteica,
caracteristica também de outras proteinas placentarias tais como a boPAG pode
resultar dum mecanismo post translacional altamente desenvolvido o qual foi
identificado existir nas células gigantes do trofoblasto de bovinos (Gogolin-Ewens
etal., 1986).

A PL bovina é detectada na circulagdo materna a partir do quarto més de
gestacgéo (Beckers, 1983) mas a sua concentragao permanece inferior a 2 ng/ml
durante a gestacao (Fig. 3). Na circulagao periférica do feto a concentragéo de
bPL é mais elevada (5-25 ng/ml) apresentando um declinio com o avango da
gestacéo (Beckers et al., 1982; Byatt et al., 1987). Estas concentragdes fetais vs
maternais de bPL s&o bastante diferentes das observadas para a boPAG-1, apesar
da co-localizagdo de ambas as proteinas placentarias nas mesmas células.
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Figura 3. Perfil das concentragbes plasmaticas da hormona lactogéne placental bovina doseada
em vacas e em fetos. Adaptado de Beckers et al., 1982.

Nos bovinos o crescimento da glandula mamaria parece ser, pelo menos
parcialmente controlada por hormonas de origem placentaria, tais como abPL. O
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crescimento do bezerro e 0 peso da placenta estao positivamente relacionados
com a producao de leite na lactacdo seguinte (Erb et al., 1980; Collier et al.,
1982).

Proteinas associadas ao sinal embriondrio

Em algumas espécies, mesmo antes da implantacao, o embrido produz
alguns “sinais” os quais sao reconhecidos pela mae inibindo a luteolise e induzindo
atransformagao do corpo luteo ciclico num corpo luteo gravidico. Dentro destes
sinais, pode ser referida a gonadotrofina coriénica (GC), um factor luteotrofico
produzido pelas placentas dos humanos e dos equinos, e o interferon tau, bem
como o factor anti-luteolitico responsavel pela permanéncia do corpo luteo nas
espécies ruminantes.

Gonadotrofina corionica (GC)

As espécies humana e equina s&o conhecidas, desde ha muito tempo,
como produtoras, ao nivel placentario, de hormonas gonadotréficas. Jaem 1927,
Aschheim relatou a presenca dum factor gonadotréfico na urina da mulher gravida,
baseando neste facto o seu famoso método de detecgéo de gravidez (Aschheim
e Zondek, 1928a,b). Dadas as suas propriedades, este factor gonadotréfico foi
mais tarde chamado de gonadotrofina coriénica humana (hCG). Dois anos mais
tarde, Cole e Hart (1930) demonstraram existir actividade gonadotrofica no soro
de éguas gestantes. Esta gonadotrofina, vulgarmente conhecida por PMSG, apés
uma melhor caracterizagédo passou a ser denominada de gonadotrofina coriénica
equina (eCG).

Uma substancia possuidora de uma actividade do tipo LH foi isolada pela
primeira vez a partir de extractos de cotilédones fetais bovinos por Foote et Kaushik
(1963). A partir deste trabalho, numerosas equipas (Ailenberg and Shemesh, 1983;
Beckers et al., 1988a) tentaram purificar e caracterizar um equivalente da
gonadototrofina coriénica na espécie bovina. Em especial, foi parcialmente
purificada uma substancia com grande actividade LH, e a qual ndo apresentou
reacgdes cruzadas com anti-soro anti-LH bovino (Beckers et al., 1988a). Entretanto,
apesar das numerosas tentativas feitas durante vérias décadas, ndo foi possivel
isolar e caracterizar (sequéncia de aminoacidos) a molécula teoricamente
responsavel pela actividade gonadotrdpica observada na placenta de fémeas
bovinas.

A questao da existéncia ou ndo de uma substancia gonadotréfica na pla-
centa de bovinos foi parcialmente elucidada apenas em 1994 por Xie e
colaboradores, os quais demonstraram que o ADN complementar correspondente
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a “gonadotrofina coriénica” isolada em bovinos por Beckers e colaboradores
(1988a) correspondia, na verdade, a uma nova forma de protease aspartica
pertencente a familia das PAGs (boPAG-2). Uma outra resposta a esta questao
foi dada por Nilson e colaboradores (1991), os quais mostraram que a expressao
de genes codantes da sub-unidade alfa, essencial a atividade luteotropica do LH
e das GCs, seria possivel no tecido hipofisario de todas as espécies de mamiferos,
mas restrito as placentas de equinos e primatas. Com base em ambos argumentos,
pode ser deduzido que actividade corionica previamente detectada em extractos
placentarios de bovinos pelo uso de doseamentos baseadas em radio-receptores
(LH) seria devida a uma activagdo ndo-especifica de receptores LH, e ndo a
existéncia de gonadotrofinas coridnicas nesta espécie.

Interferon tau

Nos ruminantes domésticos, a producdo ovarica de progesterona é
requerida durante cerca de 55 dias nas ovelhas sendo este periodo pelo menos
165-180 dias nos bovinos (Estergreen et al., 1967). Nos caprinos a progesterona
ovarica é produzida até ao final da gestacdo. Nestas espécies, a transformacao
do corpo luteo ciclico em gravidico parece ser induzida pela ac¢ao de um factor
proteico produzido pelo concepto proximo a sua implantagéo. Este factor a que
primeiramente se denominou trofoblastina (Martal et al., 1979) ou proteina
trofoblastica (Godkin et al., 1984) foi posteriormente designado como uma
subclasse distinta da familia do interferon alfa ao qual se designou interferon tau
(Charpigny et al., 1988).

Os primeiros estudos que demonstraram a presenga dum factor anti-
luteolitico produzido pelo concepto de ruminantes foram realizados por Moor e
Rowson (1966), os quais transferiram embrides de ovino com 14-16 dias a fémeas
ndo-gestantes antes do 12° dia do ciclo sexual, observando a manutengdo do
corpo luteo e a interrupgéo do ciclo sexual. No ano seguinte, os mesmos autores
homogeneizaram embrides de ovinos com 14-16 dias e injectaram o
homogeneizado no Utero antes do 12°dia do ciclo sexual, obtendo-se resultados
idénticos: a manutengéo do corpo liteo e a interrupgéo do ciclo sexual. Este
fenémeno néo foi contudo observado quando os embrides usados tinham entre
21-23 dias de idade.

Northey e French (1980) bem como Humblot € Dalla Porta (1984) fizeram
experiéncias idénticas na vaca. Transferiram embrides entre 15-17 dias de idade
ou os seus homogeneizados para recipientes durante os primeiros 16 dias do
ciclo sexual obtendo a manutengéo do corpo liteo.
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O interferon tau é o principal produto excretado pelo concepto bovino
entre os dias 16 e 25 pds-fecundacao, alterando a libertagao uterina de PGF,q, 0
que resulta na manutencao do corpo liteo responsavel pela sintese de
progesterona no inicio da gestacao. O mecanismo de accao do interferon tau
inclui a inibicdo dos receptores para estradiol com uma consequente reducéo dos
receptores para oxitocina, a activagdo do inibidor da ciclo-oxigenase e o
favorecimento da sintese de PGE em detrimento da sintese de PGF,q (Hansen
etal., 1999). Apesar de ser um importante produto de secre¢ao, esta molécula é
libertada localmente no Iimen uterino, ndo podendo ser detectada na circulagao
periférica materna.

Factor precoce de gestacao (EPF)

O factor precoce de gestacao foi primeiramente descoberto nos primeiros
estagios de gestacédo por Morton e colaboradores em 1974. Colocado em evidéncia
pelo teste de inibicdo da roseta, o EPF foi considerado como sendo um importante
factor imunosupressor responsavel pela tolerancia imunolégica do concepto pelo
sistema imunoldgico materno. Recentemente Cavagnagh e Morton (1994)
caracterizaram o EPF como sendo na verdade uma chaperonina 10, a qual poderia
ser a molécula responsavel pela inibicdo da formagado de rosetas, e por
consequéncia, possuidora de uma forte acgdo imuno-supressora local (Morton et
al., 1992; Morton, 1998). Apesar da precocidade atribuida ao aparecimento do
EPF, a utilizagédo do teste de inibigcao da roseta para fins de diagndstico de gestagao
em diversas espécies ndo tem sido considerada como fiavel (Chaouat e Menu,
1993).
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