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RESUMO

| Foirealizada uma experiéncia com o objectivo de testar a hipétese do anestro
| pésparto ser superior em vacas de carne em baixa condi¢do corporal (CC)
devido a uma reduzida libertacdo de LH. Vacas Blue-Grey (Shorthorn x
Galloway) parindo quer em baixa CC (grupo B constituido por 24 animais, CC
médiade 2,07 (s.e.+0,05))quer em alta CC (grupo A constituido por 12 animais,
CC médiade 2,81 (s.e. +0.08)) foram alimentadas de modo a manterem a CC
ap06s o parto. Das 5 &s 7 semanas pdsparto, metade das vacas no grupo B foram
submetidas a uma infusfo com 2 pLg de GnRH em 2 ml de uma solugdo salina
(G) cada 2 horas, tendo-se conseguido induzir ovulagdo em 10 das 12 vacas.
Todas as outras vacas foram submetidas a uma infusdo sé com uma solugdo
salina (S) durante o mesmo perfodo e a ovulagdo foi induzida somente em 1 das
12 vacas em alta CC e em uma das 11 vacas em baixa CC.

Os perfis de libertagdo de gonadotrofinas, a frequéncia e a amplitude da
libertagdo de LH, néio foram afectados, quer pela infusdo com GnRH, quer pela
CC. O niimero de foliculos pequenos (3-7,9 mm de didmetro) e grandes (=8 mm
de diAmetro) presentes & 7* semana pdsparto, o niimero de receptores paraa LH
na teca e na granulosa e de FSH na granulosa, bem como o niimero de células
da granulosa presentes nos foliculos grandes a 7% semana pdsparto, ndo
evidenciam diferencas significativas (P>0,05).

As concentragdes intrafoliculares de estradiol, testosterona e IGF-I nos
foliculos grandes, 2 7* semana pdsparto, ndo foram significativamente afectados,
nem pela infusdo de GnRH, nem pela CC. Contudo, observou-se uma tendéncia
paraelevadas concentracdes de estradiol em vacas emalta CC quando comparada
com vacas em baixa CC.

Os resultados sugerem que a infusio de GnRH acelerou o processo de
desenvolvimento folicular nas vacas em baixa CC; outros factores além da CC
poderdo estar envolvidos no desenvolvimento folicular.

1- INTRODUCAO

Alguns estudos mostraram que vacas com baixa condicao corporal (CC) apresentam
uma menor frequéncia de libertagdo de LH do que vacas com alta CC, (Wright et al., 1987,
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1990, 1992a); além disso, existem evidéncias de que o desenvolvimento dos foliculos com
elevada capacidade de sintese de estradiol ¢ retardado no pésparto de vacas de baixa CC
(Prado et al., 1990). Contudo, a ac¢do da frequéncia de libertagdo de LH ndo estd
perfeitamente esclarecida; alguns estudos mostraram néo haver efeito da CC na frequéncia
de libertagdo de LH, nem ser linear a relacfo entre a frequéncia da libertagio de LH e o
desenvolvimento de foliculos ovdricos (tamanho e estrutura) € a sua fungdo (capacidade
estrogénica, receptores hormonais producio de IGE-I) (Rhind et al., 1992).

O objectivo deste estudo € testar a hipétese de que a infusdo de GnRH em vacas no
posparto com baixa CC iria aumentar: a taxa de crescimento folicular, a populacdo de
células da granulosa e a capacidade de sintese de esteréides pelos tecidos da teca e da
granulosa, quando comparada com animais submetidos somente a uma infusio com uma
solu¢do salina como controlo. Parte-se ainda do pressuposto que as possiveis alteragdes a
nivel do foliculo sdo mediadas através de alteracdes nas concentragdes dos receptores para
as gonadotrofinas, localizadas ao nivel dos tecidos da teca e da granulosa.

A infusdo foi realizada por um perfodo minimo de 14 dias, pois a duracdo normal de
um periodo de crescimento folicular até 4 maturidade (perfodo pré-ovulatério) é cerca de
7 a 10 dias (Knopf et al., 1989); partiu-se pois do pressuposto de que o tratamento seria
suficiente para aumentar o desenvolvimento da capacidade estrogénica dum foliculo
durante pelo menos uma onda de crescimento folicular e provavelmente durante uma
segunda onda.

2- MATERIAIS E METODOS
2.1- Animais e maneio

Foram usadas trinta e seis vacas multiparas Blue-Grey (White Shorthorn x Galloway)
inseminadas apds sincronizacio de cios e com data prevista de parto em Margo. Aos 110
dias antes da data prevista para o parto, as vacas apresentavam umamédia de peso vivo (+sd)
de 506. 61 kg e uma médiade CC (. sd) de2.8.0.3. (Para avaliagdo da CC foi usada a escala
de 6 pontos (0 = muito magra e 5 = muito gorda) proposta por Lowman et al . (1976). Na
mesma altura as vacas foram distribuidas aleatoriamente por trés grupos em fungfo do peso
e CC. Nenhuma vaca de cada grupo podia perder mais de 0.5 ou ganhar mais de 0.75
unidades da CC. Dois grupos de vacas foram alimentadas de modo a atin girem uma baixa
CC ao parto (B), (CC = 2; n = 12 por grupo). O terceiro grupo foi alimentado de modo a
alcangar uma alta CC ao parto (A) (CC = 3; n = 12). Todas as vacas foram alimentadas
individualmente. Vacas do grupo A foram alimentadas com uma média (sd)de22 4.2kg
de silagem e as vacas do grupo B foram alimentadas com 12.8-2. 1kg. A dgua foi fornecida
ad libitum.

Apbs o parto, as vacas foram alimentadas individualmente com quantidades varidveis
de concentrado e silagem. Esta alimentagdo forneceu um valor estimado de 0.23 MJ de
energia metabolizdvel (ME) por kg de peso vivo/dia tendo sido calculadas paramanutengio
de peso vivo e CC (Wright ez al., 1990). A quantidade de concentrado dado as vacas foi
ajustado semanalmente de acordo com o peso vivo.

As vacas foram alojadas em cubiculos individuais e os seus vitelos em cubiculos

adjacentes, tendo acesso As mies paraamamentagio, duas vezes por dia, durante 30 minutos
(08.00 e 16.00 h.).
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2.2- Tratamentos experimentais

Vinte e quatro horas apés o parto, as vacas do grupo B foram pesadas, avaliada a sua
CC ¢ divididas em pares de animais com idéntica CC, sendo distribuidas aleatoriamente
dentro de cada par por dois grupos de tratamento: um grupo submetido somente a infusio
com uma solucfo salina (BS) e o outro grupo com a infusdo de GnRH (BG). As vacas do
grupo A foram submetidas a uma infusdo com uma solugdo salina (AS).

As 5 semanas pésparto cada vaca do grupo BG foi sujeita a infusdo com 2 .gde GnRH
em 2 ml de uma solugio salina. Usou-se uma bomba peristdltica (Ismatec,SA;
Laboratoriumstechnik, Glatbrugg-Zurich, Germany), através de um tubo de transmissdo
(IV 1000.T.M.S. Consultastes, Yeovil, Sommerset, UK) até ao catéter colocado na jugular.
A bomba era activada durante 1 minuto cada 2 horas, durante 14 a 18 dias, comecando
aproximadamente &s 5 semanas pésparto. Foram recolhidas amostras de sangue através de
uma venepunctura da jugular, trés vezes por semana (Segundas, Quartas e Sextas-feiras).
Foram ainda recolhidas amostras de sangue de todas as vacas através de um catéter na
jugular de 20 em 20 minutos, durante 10 horas (09.00 as 19.00h.) a 5* semana em dois dias
consecutivos (periodo de pré-infusdo), 6* semana (7° dia de infus@o) e 7* semana pds parto
(14°dia de infusdo). A inser¢do de catéteres na jugular foi efectuada no dia anterior arecolha
de amostras frequentes.

Todas as amostras de sangue foram recolhidas para tubos com heparina (10 Ul/ml de
sangue), centrifugados até 30 minuto apds a recolha a uma velocidade de 1000G durante 30
minutos. O plasma foi recolhido e armazenado a -20 °C até as determinagdes hormonais.

A 7% semana pdsparto efectuaram-se ovarioctomias em todas as vacas através de um
aparelho cirdrgico desenhado para provocar o seccionamento do ovdrio e simultaneamente
a hemostase, utiliza-se uma laparotomia lombar ap6s uma anestesia local para vertebral.

2.3- Dissecgao de foliculos ovdricos e medigdes associadas

Apés aovarioctomia todos os foliculos com didmetro >3 mm e < 8 mm, sdo contados.
Foram medidos dois didmetros perpendiculares dos foliculos (segundo o eixo maior e
menor) com uma aproximacdo minima de 0,5 mm (usando uma lupa microscépica equipada
com uma ocular micrométrica). Foliculos =8 mm de didmetro foram abertos e as células da
granulosa foram separadas das células do tecido da teca com uma espétula redonda de
pldstico.

O fluido folicular e as células da granulosa foram removidas para tubos de poliestireno
(LP4, LucldlamLtd, Sussex, UK).O foliculo foi lavado duas vezes com Iml de meio de
cultura 199 com Hepes ( Flow Laboratories, Rickmansworth, UK); as restantes células da
granulosa e o meio de cultura obtidos apés lavagem foram transferidos para o tubo LP4.

As células da granulosa foram separadas do fluido folicular por centrifugacdo durante
10 minutos a 100G e o sobrenadante foi transferido para pequenos recipientes e armazenado
a -20 °C para posterior determinag@o das concentragdes de esterdides .

O volume folicular foi estimado tendo como base a média do didmetro folicular e
assumindo a esfericidade dos foliculos. As concentragdes intrafoliculares das hormonas
esterdides (testosterona e estradiol) foram posteriormente calculadas usando as concentragdes
da hormona na mistura do fluido folicular e do meio de cultura, corrigidos de acordo com
o grau de diluigéio com o meio de cultura. '
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2.3.1- Células da granulosa e da teca

As células da granulosa foi novamente adicionado 1ml de meio de cultura 199 (com
0.1% de soro de albumina de bovino (BSA) (Sigma Chemical Co Ltd., Poole, Dorset, UK).
O nimero de células da granulosa foi determinado usando um hematocitémetro. O meio de
cultura e as células da granulosa foram armazenada sem azoto (N) liquido para posterior
determina¢do do nimero de receptores de LH e FSH.

O tecido da teca foi separado da parede do foliculo com a ajuda de pingas. Metade do
tecido foi armazenado em N liquido para determinag@o das concentragdes de receptores de
LH e FSH e o restante tecido foi armazenado a -20 °C, para determinagio da protefna, com
o objectivo de fornecer um indice da quantidade de tecido presente.

2.3.2- Determinacdo de hormonas

Todas as amostras de plasma sanguineo recolhidas durante o periodo intensivo de 10
horas foram analisadas para determinag¢@o da LH e cada terceira amostra foi analisada para
determinagfio de FSH. As amostras de plasma recolhidas 3 vezes/semana foram analisadas
para determinag@o da progesterona.

O fluido folicular dos foliculos = 8 mm de didmetro, foram analisados em duplicado
para determinagfo das concentragdes de testosterona, estradiol e IGF-I.

As células da granulosa e o tecido da teca foram analisados para determinacao das
concentragOes de receptores de LH e FSH.

Todos as determinagdes hormonais foram analisadas num computador PC usando o
software Riasmart (Hewlett-Packard, Canberra, UK).

2.3.2.1- Hormona Luteinizante (LH) e hormona foliculo estimulante (FSH)

As amostras de plasma foram analisadas para a LH usando as técnicas de
radioimunoensaio descritas por McNeilly ez al. (1986). O reagente usado para marcacio da
hormona e para determinag&o da curva foi o USDA-bLH-1. A sensibilidade do ensaio foi
0.2 ng/ml Os coeficientes de variaco dentro e entre ensaios foram 6.7% e 5.8%
respectivamente.

As determinac¢des de FSH foram efectuadas usando as técnicas de radioimunoensaio
descritas por McNeilly et al. (1976). O reagente usado para marcagio da hormona foi
NIADDIK-oFSH-I-1 e o usado para determinagdo da curva foi USDA-b-FSH-B 1. A
sensibilidade do ensaio foi de 2.5 ng/ml Os coeficientes de varia¢do dentro e entre ensaios
foram respectivamente de 6.9% e 6.2%.

2.3.2.2- Factor de crescimento tipo insulina- I (IGF-I)

A determinagdo das concentragdes intrafoliculares de IGF-I foi efectuada de acordo
coma técnica de radioimunoensaio descrita por Bruce e al. (1991). A marcacio radioactiva
da hormona foi efectuada segundo a técnica descrita por Reay (1982), como recombinante
daIGF-LIGF-I(Peninsula Laboratories Ltd., Merseyside, UK) foi usado para determinaco
da curva do ensaio. A sensibilidade do ensaio foi 0.24 ng/ml. Os coeficientes de variaco
dentro e entre ensaios foram de 7.4% e 9.8%, respectivamente.
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2.3.2.3- Progesterona

A determinacio das concentragdes de progesterona no plasma foi efectuadade acordo
com as técnicas de radioimunoensaio descritas por Djahanbakhchez al. (1981) emodificadas
por McNeilly e Fraser (1987). A sensibilidade do ensaio foi 0.08 ng/ml. Os coeficientes de
variacdo dentro e entre ensaios foram de 10.5% e 12.5%, respectivamente.

2.3.2.4- Estradiol e testosterona

As amostras de fluido folicular foram analisadas para a determinagdo de estradiol e
testosterona usando as técnicas descritas por Webb et al. (1985).

A marcacio radioactiva do estradiol foi feito de acordo com a técnica de Hunter e
Greenwood (1962) e o bEstradiol (N°E8875, Sigma, Dorset, UK)foi usado para determinag@o
da curva do ensaio e a sensibilidade do ensaio foi de 0.05 ng/ml Os coeficientes de variagdo
dentro e entre ensaios foram respectivamente de 10.2% e 11.1%.

Foi usado como marcador radioactivo para a testosterona, o Testosterone-3CMO-
Histamine (MRC, Edinburgh) e 0 4-Androsten-17B-ol-3-one (N° T-1500, Sigma, Dorset,
UK) foi usado na determinagdo das curvas do ensaio. A sensibilidade do ensaio foide 0.025
ng/ml. Os coeficientesde variagio dentro e entre ensaios foram 6.1% e 7.4%, respectivamente.

2.3.2.5- Determinagdo de receptores e proteina

Na determinacdo de receptores de LH e FSH nos tecidos da teca e da granulosa foi
usada a técnica descrita por Bramley ef al. (1987) e na determinag@o da quantidade de
proteina no tecido tecal foi usada a técnica colorimétrica de Lowry et al. (1951). Os
resultados da determinacdo dos receptores vem expressos como picogramas de hormona
marcada [125]] por miligrama de proteina.

2.4- Andlise estatistica

A libertacio de LH definida de acordo com Baird et al. (1981), ocorre quando dois
valores consecutivos sdo superiores aos dois valores que os precedem, (frequéncia de
libertagio) e quando o valor do mais elevado (a amplitude da libertagdo) excede o valor da
média basal pelo menos quatro vezes 0 coeficiente de variacdo do ensaio.

Os efeitos principais da CC e da infusio de GnRH nos perfis gonadotréficos, no
ndmero de pequenos e grandes foliculos presentes a ovarioctomia foram comparados por
andlise de varidncia usando o programa Genstat 5, versdo 3.1 (Lawes Agricultural Trust,
1992).

Os foliculos foram arbitrariamente divididos em duas classes de acordo com a
concentragdo de estradiol no fluido folicular, isto é, foliculos com uma produgdo menor do
que 10000pg/ml (E2 Baixo) ou maior do que 10000pg/ml (E2Alto). Todas as analises
estatisticas das concentragdes de hormonas no flufdo folicular, as concentragBes de
receptores e 0 nimero de células na granulosa foram efectuadas segundo um critério restrito
de méxima verosimilhanga (REML Restricted maximum likelihood) feita pelo programa
Genstat 5 . O modelo compreendeu efeitos fixos para o tratamento, classe de produgdo de
estradiol e as interacgdes entre o tratamento ¢ a classe de produgdo de estradiol como efeito
aleatério de cada vaca. Toda a informag@o dos folfculos foi analisada usando este modelo
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e quando foi encontrada qualquer diferenga estatistica significativa na interacgdo entre
tratamentos pela classe de foliculos, foi efectuado um t-test.

Quando os dados ndo apresentaram uma distribuigdo normal, os valores foram
transformados numa escala logaritmica antes de ser efectuada qualquer andlise estatistica;
isto resulta numa maior distribuicdo simétrica dos dados. Esta transformagao foi utilizada
na determinacio dos perfis gonadotréficos, concentragdes intrafoliculares de esteréides e
IGF-I, concentracdes de receptores e nimero de células da granulosa. Para o propésito de
apresentacdo e interpretagdo, a média dos valores foram transformados no inverso dos
logaritmos antes da apresentagdo, contudo, o erro padrdo das diferengas entre médias é
expresso nas unidades transformadas com o objectivo de comparagdes estatisticas.

O teste de Fisher’s foi usado na comparagdo da incidéncia de ovulagdes.

3- RESULTADOS
3.1- Peso vivo e condicdo corporal

A condicio corporal (CC) e o peso vivo (PV) ao parto foram eficazmente manipulados.
Aos 110 dias antes da data prevista para o parto, as vacas apresentaram uma média (. se) de
PV de 506 * 13.2 kg e uma média (. se) de CC de 2.8 .0.07. Enquanto a CC e o PV foram
mantidos até ao parto nas vacas em alta CC (AS), as vacas dos grupos BS e BG perderam
cada uma aproximadamente 100 kg.

Ap6s o parto, a CC foi mantida até & ovarioctomia (as 7 semanas pds parto), contudo,
houve uma ligeira diminuigfio no PV em todos os grupos (Tabela 1 ).

TaBELA 1- Média dos pesos vivos (Kg) e condigdes corporal de vacas em alta (A) ou baixa (B) condigdo
corporal, submetidas a infusdo com uma salina (S) ou GnRH (G) ao parto ¢ & ovariectomia (7
semanas posparto)

Peso vivo Condicao Corporal
AS s.e BS s.e BG s.e AS s.e BS s.e BG s.e
Parto 497.9 21.60 406.0 12.47 405.5 12.48 2.81 0.08 2.18 0.05 1.95 0.06
Ovariectomia 467.5 21.72 388.1 11.86 381.6 10.39 2.83 0.11 2.18 0.05 2.04 0.08

3.2- Perfis gonadotrdficos a 5% 6% e 7° semana posparto
3.2.1- Hormona luteinizante (LH), frequéncias e amplitudes de libertacdo de LH

A média geral das concentragdes de LH no plasma (ng/ml) durante as 10 horas de
recolha & 5* semana (perfodo de pré-infusdo), 6* semana (7° dia de infusdo) e 7* semana (14°
dia de infusdo) pésparto ndo foram significativamente afectados quer pela CC, quer pela
infusdio com GnRH (Tabela 2). Contudo, a média da concentragdio de LH foi
significativamente maior & 6° semana p6s parto do que a 5° ou 7 semana pdsparto (1.23 vs.
0.98 ng/ml, p<0.01).
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A média da frequénciade libertagdo de LH (libertagdo/hora) e amplitude delibertacao
(ng/ml) ndo foram afectadas significativamente quer pela CC, infusdo de GnRH, quer pelo
tempo pésparto (Tabela 2). Contudo, a 7* semana pésparto houve uma tendéncia para uma
maior frequéncia de libertagdo de LH no grupo BG quando comparado com os grupos AS
e BS (AS + BS: 0.23 vs. BG: 0.32, p=0.06).

TapeLA 2 - Média logaritimica (concentragdes) de LH (ng/ml) e média da frequéncia de libertagdo de LH
(libertagio/hora), amplitude da libertagio (ng/ml) as 5, 6 e 7 semanas pdsparto em vacas em alta
(A) (A) ou baixa (B) condigiio corporal e submetidas a infusdio com uma salina (S) ou com GnRH
(G); (os valores do inverso dos logaritmos sdo dados entre paréntesis; €. e. d. s. da concentragiio
de LH siio expressos em unidades logarftimicas).

s.e.d. Significincia
AS BS BG Tmt[zrrlxi;entos SEI:::{\S Tratamentos Semana Interacgio

Concentragdes LH
5" semana 0.049 0.071 -0.074

112 (1L.17)  (0.84)
6° semana 0.168 0.021 0.078 0.062 0.075 NS T NS

148y (L.05) (1.19)
7* semana 0022 0.010 0.068

095 (1.02) (1.17)
Frequéneia libertagio LH
5* semana 023 022 020
6° semana 021 023 0.18 0.045 0.049 NS NS NS
7* semana 022 0.27 0.32
Amplitude libertagio LH
5° semana 2.63 192 1.85
6" semana 229 1.99 1.51 0.401 0.462 NS NS NS
7* semana 209 224 252

3.2.2- Hormona foliculo estimulante (FSH)

A média das concentragdes no plasma de FSH (ng/ml) ndo foram afectadas
significativamente quer pela CC, quer pela infusdo de GnRH, quer pelo tempo pdsparto

(Tabela 3).

3.3- Populagies dos foliculos ovdricos e estado fisiblégico

3.3.1- Populacao de foliculos e taxa de ovulagio

Os efeitos da CC e da infusdo de GnRH na populagdo de foliculos e na taxa de
ovulacdio as 7 semanas psparto podem observar-se na Tabela 4. O nimero de foliculos
pequenos (3-7.9 mm de didmetro) grandes (=8 mm de didmetro) ndo foisi gnificativamente
afectado nem pela CC, nem pela infusdo com GnRH.
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TaBELA 3 - Média logaritmica (concentragdes) de FSH (ng/ml) 5%, 6" e 7* semanas pGsparto em vacas em alty
(A) ou baixa (B) condi¢@io corporal e submetidas a uma infusio com uma solugdo salina (S) ou com
GnRH (G); (os valores do inverso dos logaritmos sdo dados entre parentesis, s.e.d. sd0 expressos
em unidades logaritmicas).

. s.e.d. Significancia
AS BS BG Entre Entre Tratamento Semanas Interacgio
Tratamento _-Semanas
5% semana 1.131 1.009 1.068
(13.53) (10.21) (11.70)
6° semana 1.243  1.042 0.993 0.091 0.155 NS NS NS
(17.51) (11.01)  (9.84)
7° semana 1.180 0.975 1.094

(15.13)  (943) (1243)

TABELA 4- Média logaritmica (concentragdes) de LH (ng/ml) e média da frequéncia de libertagdo de LH
(libertagdo/hora), amplitude da libertagdo (ng/ml) as 5, 6 e 7 semanas posparto em vacas em alta
(A) ou baixa (B) condigfio corporal e submetidas a infusdo com uma solug@o salina (S) ou com
GnRH (G); (os valores do inverso dos logaritmos sdo dados entre paréntesis, s.e.d.s. da
concentragio de LH sdo expressos em unidades logaritmicas).

s.e.d Significancia
AS BS BG Entre Entre Tratamentos Semana Inter-
Tratamentos Semanas acciio

Concentragoes
LH
5" semana 0.049 0.071  -0.074

(L12)  (1.17)  (0.84)
6" semana 0.169 0.021 0.078 0.062 0.075 NS T NS

(1.48) (1.05) (1.19)
7" semana -0.022 0.010 0.068

0.95) (1.02) (1.17)
Frequéncia
libertacio LH
5" semana 0.23 0.22 0.20
6" semana 0.21 0.23 0.18 0.045 0.049 NS NS NS
7" semana 0.22 0.27 0.32
Amplitude
libertacao LH
5" semana 2.63 1.92 1.85
6" semana 2.29 1.99 1.51 0.401 0.462 NS NS NS
7" semana 2.09 2.24 2.52

Nzo houve nenhum efeito da CC na taxa de incidéncia de ovulagdo com apenas 1/11
e 1/12 vacas ovuladas em cada um dos grupos BS e AS. Contudo, no grupo BG houve um
aumento significativo da taxa de ovulagdo (10/12; p< 0.001). (Estes animais sdo
fisiologicamente diferentes como o sio também os seus foliculos). Concentragdes de
progesterona > 1.5ng/ml, foram obtidas em 10 das 12 amostras de plasma recolhidas trés
vezes por semana, desde o parto até A ovarioctomia em cada um dos animais que ovulou,
excepto em 2 das 10 vacas que ovularam no grupo BG. Nao foram obtidos dados de um
animal no grupo BS pois os ovarios ndo conseguiram ser recolhidos devido a adesdes
ovdricas.

A ovulagdo foi suposto ter ocorrido trés dias antes do aparecimento de concentragoes
de progesterona superiores a 1.5 ng/ml. Durante o periodo intensivo de recolha de amostras
deplasmaa 6* semana, nenhum animal apresentou elevadas concentragdes de progesterona,
enquanto a 7* semana os niveis de progesterona foram elevados somente num animal no
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grupo BG e em nenhum animal dos grupos AS e BS. A determinagfo da progesterona em
subsequentes amostras indicou que 7 animais do grupo BG e que um animal de cada um dos
grupos AS e BS ovularam durante a 7* semana. O tempo de ocorréncia da ovulagdo em dois
dos animais do grupo BG com corpo liteo (CL) ndo funcional, ndo pdde ser determinado
pois as concentragdes de progesterona nao foram suficientemente elevadas.

3.3.2- Nimero de células da granulosa por foliculo

O ndmero de células da granulosa presentes nos foliculos grandes(= 8mm) a 7
semana pés parto ndo foi afectado significativamente quer pela CC, quer pela infusdo com
GnRH (Tabela 5).

TaBELA 5- Média logaritmica (ntimeros) de células da granulosa presentes nos foliculos 28 mm de didmetro
as 7 semanas pésparto em vacas em alta (A) ou baixa (B) condigo corporal e submetidas a uma
infusdo com uma solugdo salina (S) ou com GnRH (G); (os valores do inverso dos logaritmos sio
dados entre paréntesis; s.€.d.s s80 expressos em unidades logaritmicas).

AS BS BG s.e.d. Significincia

6.53 6.43 6.67 0.190 NS
(3388442) (2735269) (4764309)

3.3.3- Concentracdes intrafoliculares de testosterona, estradiol e IGF-I

Os efeitos da CC e da infusdo com GnRH nas concentragdes intrafoliculares de
esterdides e IGFI nos foliculos grandes (> 8 mm de didmetro) obtidos, a7* semana pdsparto,
podem ser observados na Tabela 6.

As concentragdes de testosterona no fluido folicular ndo foram significativamente
afectadas quer pela CC, quer pelo tratamento, querpela classe de foliculos (ndo estrogénicos
(secrecgio de estradiol < 10000 pg/ml) e estrogénicos (secrecgdo de estradiol > 10000 pg/
ml) (Tabela 6).

Os foliculos de vacas em alta CC apresentaram concentragdes de estradiol 2 vezes
superiores as dos foliculos de vacas em baixa CC; no entanto, as diferencas ndo foram
significativas (p=0.058). O efeito da infusdo de GnRH, nas concentragdes de estradiol ndo
foi estatisticamente significante, no entanto as concentragoes de estradiol nos foliculos
estrogénico activos foram quase 50% superior nas vacas do grupo BG do que nas vacas do
grupo BS.

Houve um efeito significativo na interacgao classe de foliculo x tratamento (p< 0.05);
isto foi atribufdo principalmente as baixas produgdes de estradiol nos foliculos nédo
estrogénicos das vacas do grupo AS.

As concentracdes intrafoliculares de IGF-I nédo foram afectadas quer pela CC, quer
pela infusdo de GnRH quer pela classe de foliculo (Tabela 6).

3.3.4- Concentragbes de receptores de LH e FSH nos tecidos da teca e da granulosa

As concentracdes de receptores paraa LHnos tecidos da teca e da granulosando foram
significativamente afectados, nem pela CC, nem pela infusdo com GnRH (Tabela 7).
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Houve mais receptores para a LH no tecido da teca dos foliculos estrogénicos,
contudo este efeito foi maior nas vacas do grupo AS. Quanto as células da granulosa nio
se verificou este efeito. Houve um efeito significativo (p<0.05) da interacgdo tratamento
com GnRH x classe de foliculo nos receptores de LH no tecido da teca, atribuido ao baixo
nimero de receptores de LH nos foliculos ndo estrogénicos de vacas em alta CC.

O ntimero de receptores de FSH no tecido da teca ndo foi medido devido as pequenas
quantidades de tecido disponivel e ainda devido ao facto de néo serem esperados grandes
quantidades de receptores de FSH no tecido da teca. As concentragdes de receptores de FSH
no tecido da granulosa ndo foram significativamente afectadas nem pela CC, nem pela
infusdo com GnRH (Tabela 7). Houve um efeito significativo (p< 0.05) da classe de
foliculos nas concentracdes de receptores de FSH no tecido da granulosa, apresentando os
foliculos estrogénicos concentragdes 4 vezes superiores dos receptores da FSH do que os
foliculos ndo estrogénicos.

4- DISCUSSAO

Neste estudo os niveis de ingestdo impostos antes do parto foram eficazes pois foi
possivel alcangar as diferengas em CC prescritas ao parto, sendo esta diferenca mantida
durante o perfodo de pésparto. Isto implica que as diferengas observadas nos perfis
hormonais e na fungo ovérica foram uma consequéncia da CC por si 86, jd que 0s animais
estavam sujeitos aumaingestdo energética determinada previamente em funcdo do seu peso
corporal, destinada a manutencdo da CC constante.

A- Perfis gonadotrdficos

Os perfis gonadotréficos controlam o desenvolvimento dos foliculos ovdricos (Ireland,
1987). Especificamente, foram estabelecidas relagoes entre a frequéncia de libertagdo de
LH quer com o nivel energético de ingestao (Echternkamp ez al., 1982; Terquiet al., 1982),
quer com a CC (Wright et al., 1990).

As concentragdes médias de LH e FSH observadas neste estudo sdo semelhantes aos
valores obtidos noutros estudos (Wright et al., 1990, 1992a, 1992b). No entanto, a néo
existéncia de diferencas na frequéncia de libertagdo de LH com a CC neste estudo, é
contraria aos resultados obtidos por Wright ez al. (1990), mas coincidente com os resultados
obtidos por Rhind et al. (1992). Os resultados obtidos até agora, sugerem que 0s efeitos da
CC na actividade reprodutiva néo sio exclusivamente mediados através de diferencas da
frequéncia de libertagdo de LH. O perfodo do anestro pésparto em vacas de carne €
caracterizado por baixas frequéncias de libertagdo de LH e possivelmente de GnRH (Short
et al., 1990); foi sugerido que um aumento na frequéncia de libertagéio de LH, ¢ condig@o
necessdria para que ocorra a ovulago (Peters et al., 1981). Contrariamente a0 ponto de vista
de que um aumento da frequéncia de libertagdo de LH pode ser induzida através deinjecgdes
de baixadosagemde GnRH (Riley et al., 1981; McLeod et al., 1985), neste estudo, ainfusdo
de GnRH feita com pequenas doses ndo foi suficiente para induzirum aumento significativo
quer da frequéncia de libertagio de LH, quer da média das concentracdes de LH; resultados
semelhantes foram também obtidos por Jagger et al. (1987).
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Emboraafrequénciadelibertacio de LH no grupo BG ndo tenha sido significativamente
diferente daquela obtida pelos grupos AS e BS, 10 em 12 vacas do grupo BG ovularam e
s6 1 animal em cada um dos outros grupos ovulou. Estes resultados estdo de acordo com
estudos anteriores feitos com novilhas e com vacas em anestro pdsparto e nas quais foi
induzida a ovulacfo através de uma série de injecgdes de GnRH (Riley e al., 1981; Walters
etal., 1982; McLeod et al., 1985) indicando que a infusdo afectou a fungio ovdrica. Sabe-
-se ainda que de cada vez que existe uma libertacdo de GnRH do hipotdlamo, esta estd
associada com uma libertacdo de LH (Clarkee Cummins, 1982). Sugere-se pois que a ndo
deteccdo de alteracdes significativas na frequéncia de libertacdo de LH apds infusdo de
GnRH seja atribuida ao regime de recolha das amostras e no a incapacidade de induzir uma
resposta.

Concentragdes elevadas de progesterona s6 foram obtidas apés os periodos intensivos
de recolha de amostras para a determinagdo da frequéncia de LH, portanto a inexisténcia de
um aumento da frequéncia de libertagio de LH no grupo BG 2 6 ¢ 7° semana pésparto ndo
pode ser atribufido a um feedback negativo da progesterona. E no entanto possivel que a
ocorréncia de ovulagdes (indicada através dos niveis de progesterona) especialmente na 7*
semana possa ter originado um aumento da produc@o de estradiol pelos ovdrios e
consequentemente ter induzido um efeito inibidor na frequéncia de libertagdo de LH no
grupo BG.

Estudos recentes sugerem que alteragdes a curto prazo na secrecgdo de FSH ndo
podem ser explicados com base em modificages na frequéncia de libertagdo de GnRH
(Chappel, 1985). A GnRH parece ser necessdria para estimular a secrec¢do de FSH, no
entanto a relagfio directa que existe entre a secrec¢do de GnRH e LH, ndo existe no que
respeita & FSH (Clarke ef al., 1982).

Os resultados desta experiéncia confirmam observagdes prévias em ovelhas
ovarioctomizadas (Clarke et al., 1984; 1986) e nas quais as concentragdes de FSH nao foram
alteradas apds infusdo com GnRH.

B- Desenvolvimento folicular

Os efeitos dos tratamentos nutricionais e dos perfis gonadotréficos na taxa de
ovulagdio, devem ser regulados através de alteragdes no desenvolvimento folicular e na sua
capacidade esteroidogénica.

Foi sugerido que um aumento no nimero de foliculos de tamanho médio (4-7 .9 mm
de didmetro) pode dar origem a um grupo de foliculos a partir do qual os foliculos
ovulatérios sio seleccionados; este processo de selec¢do é uma das etapas necessarias para
que ocorra a ovulagio (Spicer et al., 1986a, 1987). O nimero de foliculos pequenos (3-
7.9mm) e grandes (=8 mm) observados nesta experiéncia a 7* semana pdsparto, ndo foi
afectado pela CC e € idéntico ao niimero de foliculos observado em experiéncias anteriores
obtidos 4 9* semana pésparto (Prado et al., 1990). Nomesmo estudo (Prado et al., 1990) mas
A 5° semana pésparto, vacas em alta CC, tiveram um maior niimero de pequenos foliculos
do que vacas em baixa CC e Prado (1989) sugeriu que os mecanismos fisiologicos
envolvidos no recrutamento, crescimento e desenvolvimento de foliculos ovdricos podem
tornar- se funcionais mais cedo em vacas em alta CC. Contudo, quer no presente estudo,
quer no de Prado (1989), as diferencas no estado fisiolégico dos foliculos (reflectida na
actividade ovulatdria) & 7* e 9* semana pésparto ndo foram afectados pelo tamanho dos
foliculos.
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S6 os foliculos 28 mm de didmetro tém a capacidade de se tornarem dominantes e
ovularem (Spicer et al., 1986a) e neste estudo, a capacidade dos foliculos para crescer e
atingirem um tamanho potencialmente ovulatério ndo foi limitado pela CC ao parto, pelo
menos dentro da variagio da CC usado neste estudo, pois todos os grupos apresentaram um
nimero de foliculos 28 mm de didmetro semelhantes; A presenca de foliculos grandes, a
7* semana pésparto em ambos os grupos AS e BS sugere que o crescimento folicular por
si 86 néo € inibido durante o perfodo do anestropdsparto. Isto estd de acordo com trabalhos
prévios feitos com vacas e nas quais se observou um nitido crescimento folicular apés a 1
semana pdsparto, registando-se o aparecimento de foliculos grandes vérias semanas antes
do aparecimento da primeira ovulag@o pésparto (Moss et al., 1985; Spicer et al., 1986a).

Em resumo, os resultados deste estudo indicam que a capacidade dos foliculos para
crescer e ovular néio é um factor limitante no anestro pésparto. A ovulacdo sé ocorre quando
um foliculo altamente estrogénico é exposto a um determinado padrio de libertagdo de LH
(Roche et al., 1992). Contudo, a capacidade destes foliculos grandes produzirem estradiol
suficiente para induzir a ovulagdo pode ser o factor limitante.

C- Capacidade esteroidogénica dos foliculos

A conversio dos androgénios em estradiol e aresposta das células da granulosa a estes
ester6ides € o factor mais importante na capacidade do foliculo ovular ou regredir. Contudo,
o controlo deste sistema é mais complicado e envolve também a produc@o de agentes locais,
factores de crescimento tais como a IGF-1 que estimulam e/ou inibem as acgBes das
gonadotrofinas em células alvo (Dorrington et al., 1987).

Neste estudo as concentracdes de testosterona (um precursor do estradiol) no fluido
folicular de foliculos grandes (=8 mm de didmetro) as 7 semanas pésparto néo foi afectado
quer pela CC, infusdo com GnRH ou classe de foliculo. Estes resultados sdo semelhantes
aos obtidos, por Rhind et al. (1992) que verificou que as concentra¢des de testosterona no
fluido folicular ndo foram afectadas pela CC. No entanto, os resultados de Prado et al.
(1990) in vitromostraram que vacas em alta CC tiveram concentracdes de testosterona mais
elevadas do que vacas em baixa CC.

A quantidade de estradiol nos foliculos é um factor importante da sua capacidade de
resposta as gonadotrofinas e de conseguirem atingir os estdgios finais de desenvolvimento
ematuracdo (Gore-Langton e Armstrong, 1988). Neste estudo as concentracdes de estradiol
no fluido folicular de foliculos =8 mm de didmetro &s 7 semanas pdsparto néo foi afectada
quer pela CC ou pela infusdo com GnRH. Contudo, a observacéo de que as concentragdes
de estradiol em vacas em alta CC foram superiores as das vacas em baixa CC é consistente
com os resultados obtidos por Prado et al. (1990), nos quais a incidéncia de foliculos
altamente estrogénicos foi superior em vacas em alta CC quando comparada com vacas em
baixa CC.

Pode-se pois concluir que a CC ndo afecta a capacidade do ovério em produzir
foliculos grandes, no entanto, parece que alguns desses foliculos ndo tém a capacidade de
produzir grandes quantidades de estradiol necessério para a ovulagdo. A reduzida produgéo
de estradiol nos foliculos ndo estrogénicos, particularmente em vacas em alta CC, sugere
queestes foliculos ndo tiveram a capacidade de converter os androgénios em estradiol, e isto
nio foi devido auma falta de androgénios aromatizaveis pois eles foram idénticos em ambos
os foliculos estrogénicos e ndo estrogénicos.
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A IGF-I esté presente e é secretada pelo ovdrio (Hammond et al,, 1991; Spicer et al.,
1993) podendo exercer um efeito estimulante na esteroidogénese folicular das vacas
(Savion et al., 1981; McArdle e Holtorf, 1989). Neste estudo, as concentracdes de IGF-Ino
fluido folicular foram semelhantes as concentragdes encontradas por Echternkamp et al.
(1990) em vacas de carne e ndo foram afectadas quer pela CC, quer pela infuséo com GnRH.

D- Receptores Gonadotréficos

A conversio de androgénios (androstenediona e testosterona) em estradiol pelas
células da granulosa é FSH dependente (Hansel e Convey, 1983), o que significa que a
sintese de estradiol é dependente da existéncia de adequadas concentragdes de receptores
para a FSH nas células da granulosa. Como as células da teca secretam androgénios sob
influéncia da LH (Gore-Langton e Armstrong, 1988) e a sintese de estradiol depende de um
fornecimento adequado de um substrato de androgénios (Hansel e Convey, 1983) a
presenga de concentracdes adequadas de receptores para a LH no tecido tecal € outro dos
requisitos necessérios para o normal desenvolvimento de um foliculo.

Neste estudo ndo houve efeito quer da CC, quer da infusio com GnRH nas
concentragdes dos receptores para a LH em ambos os tecidos da teca e da granulosa.
Contudo, houve uma diferenca significativa na classe de foliculos na qual os foliculos
estrogénico activos de vacas em alta CC, apresentaram um maior nimero de receptores para
a LH do que os foliculos ndo estrogénicos. As concentragdes de receptores para a FSH nas
células da granulosa ndo foram afectadas, quer pela CC, quer pela infusdo com GnRH.

Este estudo mostra que as 7 semanas pdsparto, o niimero de receptores de FSH ¢
idéntico em vacas com diferente CC e provavelmente ndo sdo responsdveis pelo aumento
deproducdo de estradiol em vacas emalta CC. Os resultados de Rhind ez al. (1992), tal como
os resultados por nés obtidos neste estudo, mostram que ndo hd diferengas nas concentragdes
de receptores de FSH com a CC.

Resumindo, parece pouco provavel que as diferengas na produgao de estradiol pelos
foliculos de vacas em diferente CC seja devido a diferengas nas concentragdes de receptores
gonadotréficos.

E- Numero de Células da Granulosa

A capacidade dos foliculos em produzir estradiol depende néo s6 da produgéo de
estradiol pelas células, mas também do nimero de células de granulosa existentes nos
foliculos grandes (Hillier, 1990).

Neste estudo o nimero de células da granulosa presentes em foliculos 28 mm
didmetro s 7 semanas pésparto, ndo foi afectado quer pela CC, quer pela infusdo com
GnRH. Ireland e Roche (1983b) em novilhas ciclicas e McNatty et al. (1984a) em vacas,
observaram um nimero maior de células da granulosa do que aquele obtido por este estudo.
No entanto, quando o niimero de células da granulosa é comparado com o ndmero presente
nos foliculos estrogénico inactivos e foliculos atrésicos em novilhas, (Ireland e Roche,
1983b) este valor é idéntico. Ireland e Roche (1983a) sugerem que a perca de capacidade
para produzir estradiol por um foliculo estrogenicamente activo estd associada a perca de
células da granulosa e a uma redugio no nimero de receptores de FSH e LH no tecido da
teca e da granulosa.
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Oniimero de células da granulosa presentes as 7 semanas pésparto, independentemente
daCC, sugere que neste ponto doperfodo do pésparto os foliculos ainda ndo se desenvolveram
totalmente, pelo menos nos grupos AS e BS. A infusio com GnRH talvez tenha resultado
num aumento adicional de células da granulosa nos foliculos que subsequentemente
ovularam. Contudo, os foliculos presentes a ovarioctomia, aparentemente, nio foram
suficientemente estimulados para que isto aconteca.

A existéncia de CL ndo funcionais (indicada pelos baixos niveis de progesterona) em
duas vacas que ovularam no grupo BG, poderd ser devido ao baixo nidmero de células da
granulosa e consequentemente a uma baixa concentragdo de estradiol. Foi sugerido por
Braden et al. (1984) que CL nao funcionais poderdo ocorrer em parte devido a alteracGes
no desenvolvimento folicular.

5- CONCLUSOES

Os resultados desta experiéncia apoiam a hipétese de que a infusdo de pequenas doses
de GnRH no pdsparto de vacas em baixa CC aumentaria o desenvolvimento folicular,
indicado pelo facto de que 10 em 12 animais submetidos a infusdo ovularam. Contudo,
enquanto o tratamento com GnRH poderd ter ocasionado um aumento da producio de
estradiol pelos foliculos, este aumento foi inferior ao obtido pelo grupo de animais em alta
CC; estes resultados ndo demonstram a verdadeira resposta dos ovérios & infusio com
GnRHpois as vacas do grupo BG tinham jd ovulado e os foliculos presentes na ovarioctomia,
estavam jd num estado fisiolgico diferente do que os dos grupos AS e BS. Se os foliculos
tivessem sido examinados antes da ovulagdo produgdes mais elevadas de estradiol poderiam
ter sido observadas. A ocorréncia de ovulagdo na maior parte dos animais tratados com
GnRH, aliado ao facto de existir uma tendéncia para concentracdes mais elevadas de
estradiol nos foliculos destes animais, sugere que o tratamento com GnRH foi capaz de
estimular a esteroidogénese folicular. Contudo, as diferengas observadas entre grupos,
aparentemente ndo podem ser atribuidas: a um aumento do niimero de células da granulosa,
a capacidade da teca em sintetizar testosterona ou devido a diferengas na populagio de
receptores para as gonadotrofinas.
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