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Resumo

Os nivels plasmaticos da Pregnancy Specific Protein B (PSPB) foram medidos
semanamente até a18% semana poOs-parto em 77 vacas alentegjanas e comparados entre animais
parindo gémeos (n=23) ou singulares (n=54) e com (N=39) ou sem (N=30) retencdo placentaria
(RP). Os coeficientes de regressao obtidos a partir de equagdes gustadas para cada animal foram
correlacionados com a duragcdo do anestro pos-parto. A gemelaridade foi induzida através de
transferéncia de embrides FIV associada ou ndo ainseminacdo artificial, no ambito do projecto
ECLAIR n° AGRE 0018 realizado entre 1990 e 1993 na Estacdo Zootécnica Naciona. As
retencdes placentarias foram consequéncia da gemelaridade e de inducBes do parto nalguns
animais.

As concentrages de PSPB ndo mostraram diferencas significativas entre os grupos de
vacas com partos gemelares ou singulares, excepto na 12 semana pos-parto (1611,4 + 518,6 vs.
881,4 + 109,4 ng/ml, respectivamente; P<0,03). As concentragbes desceram exponencia mente
em ambos os grupos, (Y =e(8:26-0,725.X)  r=-0,94; P<0,0001). Os niveis basais s foram atingidos a
17%¢ semana pos-parto. Contudo, o limiar de diferenciagdo significativa relativamente &
concentracfes de vacas da mesma raca com 40 dias de gestacéo (1,87 £+ 0,14 ng/ml), verificase a
16® semana nas paricdes singulares (0,47 + 0,12 ng/ml; P<0,0001) e a14? nas paricdes gemelares
(0,83 = 0,25 ng/ml; P<0,0001). As vacas com RP, apresentaram niveils de PSPB
significativamente inferiores da22 a16® semana pis-parto relativamente & que ndo fizeram RP,
tendo atingido os niveis basais uma semana mais cedo (162 semana). A 122 semana pos-parto, as
vacas com RP apresentaram uma média inferior a detectada em vacas com 40 dias de gestacéo
(0,93 £ 0,26 vs. 1,87 £ 0,14 ng/ml, respectivamente; P<0,0001). A correlagdo entre a taxa de
decréscimo (coeficiente de regressao) dos niveis de PSPB e o inicio da actividade ovarica pos-
parto ndo foi significativa (r=0,095; P>0,05).

Os resultados permitem concluir que o efeito gemelaridade ndo afectou o perfil de
secrecdo de PSPB durante o pés-parto. As vacas com RP parecem perder mais cedo a sua
capacidade de sintese de PSPB no pOs-parto, apresentando niveis significativamente inferiores
gue ndo padecem de RP. A diminui¢do dos niveis de PSPB no pés-parto verifica-se de umaforma
exponencial, sendo detectados niveis da proteina até a 172 semana. Este trabalho confirma a
possibilidade de haver falsos diagnoésticos de gestacdo positivos pela PSPB (aos 40 dias pos-
cobricdo) em vacas postas acobricéo até & 11 semanas depois do parto.
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Summary

Plasma levels of Pregnancy Specific Protein B (PSPB) were monitered once weekly by
RIA inagroup of 77 Alentejano beef cows during the postpartum period. Results were compared
between twin (n=23) and single (n=54) calving cows and cows presenting (n=39) or not (n=30)
placental retention (PR). Regressions of PSPB levels on postpartum days were calculated for
individuals and their slope correlated with the onset of ovarian activity. Gemelarity was induced
by the transfer of IVM/IVF bovine embryos associated or not to artificial insemination under the
research project nr. AGRE 0018 of the EC ECLAIR program. Placental retention was a
consequence of gemelarity and calving induction in some of the animals.

There were no significant differences between twin and single calved cows, exception
made for the 1st week after calving (1611.4 + 518.6 vs. 881.4 + 109.4 ng/ml, respectively;
P<0.03). The concentrations of PSPB declined exponentially during the postpartum in both
groups of animals (Y =e(8.26-0.725.X) r=-0.94; P<0.0001) and basal levels were only reached at the
17th week. The threshold level allowing to differenciate postpartum and pregnant animals (by 40
days of gestation; 1.87 + 0.14 ng/ml) was only reached at the 16th week in single (0.47 £ 0.12
ng/ml; P<0.0001) and at the 14th week in twin (0.83 £ 0.25 ng/ml; P<0.0001) calved cows. Cows
with PR presented significantly lower levels of PSPB than cows without PR from the 2nd to the
16th week postpartum and reached basal levels one week sooner (16th week). The threshold level
allowing the differenciation of postpartum PR and pregnant cows (day 40; 1.87 + 0.14 ng/ml) was
reached at 12th week postpartum (0.93 = 0.26 ng/ml; P<0.0001). The correlation of the individual
slopesin PSPB decline with the onset of postpartum ovarian activity was not significant (r=0.095;
P>0.05).

These results suggest that twinning do not affect the profile of PSPB secretion during the
postpartum period. Cows with placental retention loose sooner their ability of secreting PSPB
than normal calving cows, presenting significantly lower levels of this protein during the
postpartum. The decline of PSPB levels after calving is accomplished in an exponential way,
basal levels being reached at 17th week. This work confirms the possibility of erroneous positive
pregnancy diagnosis results by PSPB determination in cows bred earlier than the 11th week after
calving.

I ntroducéao

A PSPB (Pregnancy Specific Protein B) € uma proteina sintetizada pela placenta dos
bovinos durante a gestacdo, inicialmente isolada por Butler et al. (1).

Noutras racas, as concentracbes da PSPB durante o pos-parto diminuem lentamente até
atingirem valores basais cerca das 13 semanas (2).

Neste trabalho procurou-se saber se estas concentragOes diferem entre animais parindo
gémeos ou singulares e entre vacas apresentando ou ndo retencdo placentéria. S8o0 ainda
relacionadas as concentracdes de PSPB com o reinicio da actividade ovérica pos-parto.
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Materiais e M étodos

O estudo foi realizado num grupo de 77 vacas Alentganas mantidas em regime de
pastoreio extensivo nas quais a gemelaridade foi induzida através da transferéncia de embrides
FIV associada ou ndo ainseminacdo artificial (3) no ambito do projecto ECLAIR n°. AGRE 0018
realizado entre 1990 e 1993 na Estacéo Zootécnica Nacional.

Realizaram-se colheitas de sangue periférico semana mente desde a 12 al18? semana pés-
parto para determinacdo dos niveis plasméticos de PSPB e progesterona (P4), sendo os
resultados comparados entre animais parindo gémeos (n=23) ou singulares (n=54) e com (n=39)
ou sem (n=30) retencdo placentdria. As retencbes placentérias foram consequéncia da
gemelaridade e de indugdes do parto praticadas em alguns dos animais (4).

A PSPB foi doseada por radioimunoensaio (RIA) pela técnica do duplo anticorpo,
segundo método descrito anteriormente (5). Todas as amostras foram doseadas em duplicado em
diluicbes de 1/500 na primeira semana pés-parto até zero a partir da 9* até a182, de acordo com
as concentracOes esperadas, quer nas vacas que pariram gémeos quer nas que pariram singulares.
O doseamento de P4 realizado por RIA (fase sdlida) seguiu 0 método ja descrito (6). O reinicio da
actividade ovérica foi estabelecido quando a P4 se elevou acima de 0,5 ng/ml, com flutuacdes
ciclicas posteriores.

Consideraram-se como retendo a placenta os animais que ndo expulsaram as membranas
fetais nas primeiras 12 horas ap6s o parto (7).

O estabelecimento de limiares de diferenciagdo nos niveis de PSPB durante o pds-parto
com os de vacas gestantes, foi realizado com base em doseamentos realizados em animais da
mesma raga gestantes aos 40 dias pds-ovulagado, utilizados noutra experiéncia (8).

As concentragOes semanais de PSPB foram comparadas entres os grupos considerados por
andlise de variancia (ANOVA) e testes de menores diferengas significativas (LSD) para uma
probabilidade de erro de 5%. A cinética dos valores ao longo do poés-parto foi estabelecida por
equacdes de regressdo com o melhor gjustamento para o tipo de valores em causa (exponenciais).
Foi ainda calculada a correlacéo de Pearson entre o coeficiente de regressao obtido para os nivels
de PSPB a0 longo do pés-parto de cada vaca (velocidade de decréscimo das concentracdes da
proteina) com o inicio da actividade ovarica apés o parto para singulares e gemelares.

Resultados

As concentragdes de PSPB foram significativamente superiores nas vacas com partos
gemelares na 12 semana pés-parto (1611,4 + 518,6 vs. 881,4 + 109,4 ng/ml, respectivamente;
P<0,03) e inferiores na 15 (0,46 + 0,16 vs 1,15 + 0,20 ng/ml, respectivamente; P<0,01; Figura
1).

As concentragdes desceram exponencialmente em ambos os grupos, (Y=e(8:26-0.725.X),
r=-0,94; P<0,0001) e os niveis basais sb foram atingidos a172 semana pés-parto (Figura 2).

Contudo, o limiar de diferenciacdo significativa relativamente & concentracGes de vacas
da mesma raga com 40 dias de gestagdo (1,87 = 0,14 ng/ml), verificase a 162 semana nas
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pari¢des singulares (0,47 + 0,12 ng/ml; P<0,0001) e a14? nas pari¢cdes gemelares (0,83 + 0,25
ng/ml; P<0,0001; Tabelal).

Figura 1 - Niveis de PSPB ap6s o parto em vacas parindo gémeos e singulares (os desvios
representam os interval os de confianca das médias para 95%).
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Figura 2 - Regressdes dos teores de PSPB durante o periodo pés parto em vacas parindo
singulares ou gemelares. CurvaMédia Y = e (8:26-0.725.X) (X = dias pds-parto).
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As vacas com RP, apresentaram niveis de PSPB significativamente inferiores da 22 a162
semana pos-parto relativamente & que ndo fizeram RP, tendo atingido os niveis basais uma
semana mais cedo (162 semana, Figura 3). A 122 semana pos-parto, as vacas com RP
apresentaram uma meédia inferior adetectada em vacas com 40 dias de gestacdo (0,93 + 0,26 vs.
1,87 £ 0,14 ng/ml, respectivamente; P<0,0001; Tabela 1).
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Figura 3 - Niveis de PSPB apds o parto em vacas com e sem retencdo placentéria (os desvios
representam os interval os de confianca das médias para 95%).
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Tabela 1 - Limiar de diferenciacdo dos niveis de PSPB no pés parto com os de vacas gestantes
a0s 40 dias de gestagéo.

Média |1.C.dasmédias(LSD) ANOVA Cobricéo

Grupos (n)  (ng/mi) Min Max P<0,000 pos-
1 parto
(dias)
Gestantes aos 40 dias 72 1,87 1,63 211 a
16 semanas PP (Singulares) 13 0,47 -0,08 1,01 b 72
14 semanas PP (Gemelares) 13 0,83 0,28 1,39 b 58
12 semanas PP (Ret. Placent.) 19 0,93 053 1,33 b 44

A correlacdo entre a taxa de decréscimo (coeficiente de regressao) dos niveis de PSPB e 0
inicio da actividade ovérica pds-parto ndo foi significativa quer nos singulares ou gemelares, quer
em ambas as classes de animais em conjunto (r=0,095; P>0,05). O reinicio da actividade ovarica
de vacas parindo gemelares ou singulares ndo foi significativamente diferente entre os grupos
(P>0,05).

Discussdo e conclusdes

Os resultados apresentados estdo de acordo com trabalhos anteriores relativamente a
deteccdo de PSPB durante varias semanas ap0s o parto (9). Os nivels basais na raca Alentgjana so
foram atingidos a172 semana pds-parto quer em vacas parindo gémeos ou singulares, havendo
referéncias em trabalhos anteriores para as 9 (9) e 13 semanas (2) em vacas parindo singulares.
Contudo as vacas com paricdes gemelares apresentaram concentracbes significativamente
superiores & das vacas parindo singulares na altura do parto e durante a 12 semana pés-parto.
Esta diferenca esté de acordo com as concentracdes observadas durante a gestacBes gemelares e
singulares da mesma raga (8), reflectindo a manutencéo de uma maior secrecéo de PSPB durante
0 pos-parto imediato nas vacas parindo gémeos. No entanto esta diferenca desaparece a partir da
22 semana.
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A sintese de PSPB durante a gestacdo é da responsabilidade das células gigantes
binucleadas da placenta (9, 10) e a sua semi-vidafoi avaliada entre 7,3 e 8,4 dias (9). Em abortos
diagnosticados clinicamente cerca dos 100 dias de gestacdo, verifica-se que os niveis da PSPB
decrescem entre 30 a 80 dias antes do aborto, havendo animais em que ja ndo se detecta a
proteina na atura da expulséo do feto (11, 12). Estes resultados sugerem que a
hipofuncionalidade da placenta em alguns casos de aborto conduz a um desaparecimento mais
rapido da PSPB circulante, contrariamente ao que sucede no pés-parto consequente a gestacdes
normais. Existe alguma polémica relativamente a origem da PSPB apbs o parto, havendo
trabalhos que sugerem a sua libertacdo continuada pelo endométrio (5) contrariando a hipétese de
ser unicamente sintetizada e segregada pelas células binucleadas da placenta (10, 13) que possam
permanecer encarceradas nas criptas carunculares maternas (9).

Os resultados obtidos em vacas com retencdo placentéria, onde se observaram
concentracOes inferiores de PSPB somente a partir da 22 semana apds o parto, parecem nao
reflectir uma maior producdo de PSPB associada a um aumento do nimero das células
binucleadas que normalmente se verifica nestes animais na atura do parto (14). No entanto, nas
vacas com retencdo placentaria verifica-se que a relagcéo PGE/PGF est4 aumentada como reflexo
da persisténcia das células binucleadas no final da gestacéo (14), o que prejudica a expulsdo das
membranas fetais (15), traduzindo-se em menores concentracdes plasmaéticas de PGF (16). Por
outro lado, durante a gestacéo verifica-se que a PSPB, estimulando a sintese das PGs por estas
células, parece ser responsavel pelo aumento do ratio PGE/PGF (17). A menor producéo de PSPB
observada a partir da 22 semana pés-parto em vacas com retencdo placentéria, levando estes
animais a atingirem niveis basais uma semana mais cedo (16® semana), poderd ser devida ao
aumento da inflamacgéo e das descargas uterinas (descamagao) que conduzem a uma depuragéo
mais rapida das células de origem placentéria, ou a um aumento da taxa de catabolizagéo da
mol écula.

Quando comparados os niveis de PSPB aos 40 dias de gestacéo (8) com as concentracdes
no pos-parto, verificase que o limiar de de diferenciacdo para vacas com partos singulares,
gemelares e com retencdo placentaria, ocorreu al6®, 142 e 122 semanas, respectivamente. Estes
resultados indicam que as cobri¢des apds o0 parto ndo deverdo ocorrer antes dos 72, 58 e 44 dias
em vacas que tenham parido um vitelo, dois ou que tenham apresentado retencéo placentéria.
Para vacas com partos singulares estes resultados estéo de acordo com os de Humblot et a. (2,
18 ), que referem que nas colheitas realizadas antes dos 100 dias depois do parto, a PSPB
resultante da gestacdo anterior € ainda detectdvel e a exactiddo dos diagndsticos positivos
realizados aos 40 dias pos-cobricdo diminui em cerca de 10 a 15%. No que se refere & vacas com
partos gemelares e com retencdo placentaria as datas de cobricdo podem ser antecipadas para 0s
58 e 44 dias, respectivamente.

A inexisténcia de diferencas significativas para a duracdo do periodo de anestro entre
vacas parindo gémeos e singulares, deve-se ao facto de nem todas as fémeas parindo gemelares
terem amamentado dois vitelos. A amamentacdo de gemelares atrasa o reinicio da actividade
ovérica pés-parto nesta raca, como € demonstrado num trabalho anterior (19). A auséncia de
correlacdo entre a diminuicéo diaria dos niveis de PSPB com o reinicio da actividade ovérica no
pés-parto, sugere gque estes fendmenos sdo independentes um do outro.
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