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EFEITOS DA SOMATOTROFINA RECOMBINANTE BOVINA NA
PUBERDADE DE NOVILHAS NELORE

RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo avaliar diferengas
na idade e peso a puberdade entre novilhas Nelore (260+£34 kg; 12+1 meses de
idade) tratadas com salina (n=15) ou somatotrofina bovina recombinante (rbST;
n=16) a cada 14 dias desde os 12 até os 22 meses de idade, ou até atingir a
puberdade. Adicionalmente, verificamos o efeito do rbST sobre o crescimento,
o revestimento de gordura subcuténea, as concentragdes plasmaticas de GH,
IGF-I, leptina, glicose e insulina, e a taxa de prenhez na primeira estagéo de
monta. Todas as novilhas foram mantidas a pasto no mesmo piquete e foram
expostas durante todo o experimento a um rufido com bucal marcador. O peso
corporal e a espessura da gordura subcutanea foram mensurados a cada dois
meses durante o periodo experimental. Avaliacdo por ultrassom dos ovarios
para monitorar a presengca de CL e amostras de sangue foram coletadas a
cada 14 dias para quantificagdes hormonais. Nao houve efeito do tratamento
(p=0,05) na idade e peso a puberdade, ou taxa de prenhez na primeira estagao
de monta. A espessura da gordura subcutanea entre a 122 e 132 costela nao foi
alterada pelo tratamento (p=0,05), no entanto a espessura da gordura
subcutanea na garupa foi menor nas novilhas do grupo rbST aos 18 (p=0,04) e
22 (p<0,01) meses de idade. Nao houve efeito de tratamento (p=0,05) sobre o
ganho de peso e as concentragdes plasmaticas de glicose, GH e IGF-I. O
didmetro do maior foliculo foi menor nos animais do grupo salina aos 12 meses
de idade (p= 0,01) e se correlacionou com a concentragao de IGF-lI no grupo
rbST (r= 0,13; p=0,05). No grupo salina a concentragao de leptina foi maior aos
12,7 (p=0,02), 13,4 (p= 0,01), 14,3 (p=0,04) e 16,2 (p=0,03) meses de idade € a
concentracdo de insulina foi maior aos 20,1 meses de idade (p=0,06). Em
resumo, o tratamento prolongado com 250 mg de rbST néo alterou a idade ou
peso a puberdade, concentracbes plasmaticas de glicose, GH e IGF-I, no



entanto diminuiu o revestimento de gordura subcutanea e leptina, aumentou as
concentracdes plasmaticas de insulina. Evidenciou-se que o tratamento com
rbST ndo afetou a taxa de prenhez na primeira estagdo de monta.

Palavras-Chave: precocidade, IGF-I, leptina, ovario, hormdnio.



EFFECTS OF RECOMBINANT BOVINE SOMATOTROPIN ON PUBERTY OF
NELLORE HEIFERS

ABSTRACT - The present experiment evaluated differences in age and
weight at puberty between Nellore heifers (260134 kg; 12+1 months old) treated
with saline (n=15) or recombinant bovine somatotropin (rbST; n=16) every 14
days from 12 until 22 months of age or until puberty attainment. Additionally, we
assessed the effect of rbST in subcutaneous fat thickness, plasma GH, IGF-I,
leptin, glucose, insulin, and pregnancy in the first breeding season. All heifers
were maintained on the same pasture and exposed to a teaser bull with a neck-
marker device. Heifers body weight and subcutaneous backfat thickness were
obtained every two months, ovaries were evaluated by ultrasound and blood
samples collected every 14 days to monitor the presence of CL and plasma
hormones concentration. There was no effect of treatment (p=0.05) on age and
weight at puberty or pregnancy in the first breeding season. The backfat
thickness between the 12th and 13th rib was not affected by treatment (p=0.05),
however the rump backfat thickness was lower in rbST heifers at 18 and 22
months (respectively, p=0.04; p<0.01). Treatments had no effect (p=0.05) on
weight gain, plasma glucose, GH and IGF-I. The diameter of the largest follicle
was smaller in animals of the saline group at 12 months of age (p=0.01) and
was correlated with plasma IGF-l in the rbST group (r=0.13; p=0.05). In the
saline group, leptin concentration was higher at 12.7 (p=0.02), 13.4 (p=0.01),
14.3 (p=0.04) and 16.2 (p=0.03) months, and insulin concentration was
increased at 20.1 months of age (p=0.06). In summary, prolonged treatment
with rbST did not change the weight or age at puberty, plasma glucose, GH and
IGF-1, however it decreased subcutaneous fat and insulin, increased leptin
concentration. It was demonstrated that treatment with rbST did not affect

pregnancy in the first breeding season.

Keywords: precocity, IGF-I, leptin, ovary, hormone.
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1 INTRODUGAO

O Brasil possui cerca de 209,79 milhdées de bovinos, apresentando cerca
de 76,12 milhdes de fémeas (62,6 milhdes de vacas e 13,5 milhées de novilhas
= 24 meses) em idade reprodutiva no rebanho de corte, sendo a Nelore, a
principal raca de corte criada no pais, correspondendo a 80% do rebanho
brasileiro (ANUALPEC, 2013).

A manifestacdo da puberdade entre as diferentes espécies de bovinos
(Bos taurus e Bos indicus) ocorre em diferentes idades. Ragas como a
Holandesa iniciam a puberdade aos 12 meses de idade (GLENCROSS, 1984)
e racas Bos indicus como a Nelore, sdo mais tardias e em média iniciam a
atividade reprodutiva a partir dos 24 meses de idade (ROBINSON, 1977).

A idade a puberdade tardia das novilhas zebuinas € um fator que
compromete a produtividade e € um ponto a ser considerado quando se busca
maior rendimento desses animais (NOGUEIRA, 2004). A redugao da idade a
primeira estacdo de monta em novilhas de corte € um objetivo necessario em
sistemas pecuarios mais produtivos e deve ser buscado em condi¢cdes
bioeconémicas adequadas (ROSA, 2010).

O estado metabdlico do animal tem funcdo critica no inicio da
puberdade, devido ao fato que horménios como a leptina (MAQUIVAR, 2011) e
o fator de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-l) influenciam os
neurdnios secretores do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH),
permitindo a ocorréncia da puberdade (FORTES et al.,, 2012). Entretanto, o
papel especifico de cada um desses hormdnios no processo da puberdade
ainda ndo foi suficientemente esclarecido.

Em pesquisa previa realizada pelo grupo (BELTRAN, 2007), foi
observado maiores concentracoes de IGF-I, mas semelhantes concentragdes
de leptina em animais que alcangaram a primeira prenhez antes dos 16 meses

de idade, comparado a novilhas nao prenhas antes dos 16 meses de idade.
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Sugeriu-se que o IGF-l é mais importante do que a leptina na determinagao da
precocidade sexual. Com a aplicacdo de somatotrofina bovina recombinante
(rbST) gerou-se um modelo experimental com maiores concentragdes
plasmaticas de IGF-lI, menor deposicdo de gordura e consequentemente
menores concentracdes plasmaticas de leptina quando comparadas com
novilhas que recebem salina (COOKE et al., 2013).

Ha varios relatos de estudos em bovinos taurinos onde foram discutidos
os efeitos do tratamento com rbST sobre a idade e peso a puberdade de
novilhas. Assim, podem ser citados os trabalhos de Murphy et al. (1991);
Hawkins et al. (1992); Hall et al. (1994); Buskirk et al. (1996); Radcliff et al.
(1997) e Cooke et al. (2013), no entanto, ao nosso conhecimento ndo ha
estudos publicados que tenham avaliado o efeito do tratamento com rbST

sobre a idade ou peso a puberdade em zebuinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da idade a puberdade

O indice reprodutivo esta relacionado diretamente com a taxa de
prenhez, paricdo, intervalo entre partos e desmama anual, fatores que
determinam a eficiéncia da exploragao da pecuaria no Brasil (EMERICK et al.,
2009). Particularmente a idade a puberdade, tem um impacto importante na
eficiéncia reprodutiva e econdmica do rebanho e da vida reprodutiva da vaca
(LARSON, 2007; FUNSTON et al., 2012), sendo o fator com maior relevéncia
sobre o desempenho da fémea a sua primeira estacdo de monta (DAY;
ANDERSON, 1998), que, por sua vez, além de ser dependente de idade
minima, também esta relacionada com genética, sanidade e nutricdo
(CARDOSO; NOGUEIRA, 2007).

Os manejos para produzir novilhas de reposicao se concentram em
conhecer os processos fisiologicos que determinam a primeira ovulagao.
Melhorias nutricionais visando redug¢ao da idade a puberdade podem contribuir
para o aumento na vida reprodutiva do animal e consequentemente a producgao
de maior numero de bezerros, com beneficios para toda a cadeia produtiva
(CARDOSO; NOGUEIRA, 2007), porém, determinar a idade a puberdade de
novilhas € um procedimento muito complexo e dispendioso (NOGUEIRA,
2004).

A idade a puberdade pode ser estimada pela idade ao primeiro parto
(NOGUEIRA, 2004), porém, no Brasil a idade ao primeiro parto pode nao ser
uma fonte de informacdo adequada para avaliar a idade a puberdade, em
virtude que o ponto de referéncia para incluir as novilhas na estagdo de monta
€ o peso corporal (AZEVEDO et al., 2006)

O peso recomendado pelo National Research Council - NRC (1996)
para novilhas Bos taurus ao inicio do primeiro periodo reprodutivo € de 60% do
peso corporal maduro e 65% para novilhas Bos indicus. No Brasil, a maior

parte da producdo bovina de corte esta fundamentada em sistemas de
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pastagens formadas por espécies do género Brachiaria, com elevado teor de
fibra indigerivel e teores de proteina bruta inferiores ao nivel critico, 6 a 7% da
matéria seca (MS) durante a estagao seca (REIS et al., 2005), comprometendo
assim o ganho de peso durante a fase de recria das novilhas, o que pode ir a
detrimento da idade, e que possivelmente fara uma superestimacédo da idade
ao primeiro parto (AZEVEDO et al., 2006).

A diminui¢do da idade para introdugado de novilhas a primeira estagao
de monta pressupde uma melhoria na fase de recria das bezerras, fato este
que muitas vezes inviabiliza economicamente o sistema pelo aumento dos
custos de suplementacao e elevada perda de bezerros pelo aumento de partos
distocicos (GOTTSCHALL et al., 2008). A reducao da idade a primeira estagao
de monta em novilhas de corte € um objetivo de sistemas de produgdo mais
produtivos e deve ser procurado em condicoes bioeconbmicas adequadas
(ROSA, 2010).

O periodo entre o nascimento e a primeira paricao representa grande
demanda de investimento para o sistema produtivo, visto que durante esse
periodo existem gastos com alimentagdo, sanidade e mao de obra, pelo que
uma menor idade a puberdade proporciona maior lucro pela redugdo dos
custos de manutengao das novilhas (MACHADO et al., 2001). A inclusdo de
novilhas em idade mais jovens a reproducéao resulta em redugao de categorias
improdutivas, visto que a fase de recria segura os bovinos por periodo de 12 a
36 meses dentro do ciclo produtivo (ZERVOUDAKIS et al., 2002).

Outra vantagem adicional da diminui¢cdo da idade a primeira estacéo de
monta, € o encurtamento do intervalo entre geragdes, o que propicia maior
avanco genético (RESTLE et al.,, 1999; BERETTA et al., 2002; ROCHA;
LOBATO, 2002) ou, ainda, maior desfrute ocasionado pela maior permanéncia
da vaca no rebanho (NEPOMUCENO, 2013). Nesta ordem de ideias, a
precocidade pode ser entendida como a velocidade em que o bovino atinge a
puberdade, ocasido em que o mesmo completa o crescimento 6sseo e a maior
parte do conjunto da musculatura. (SILVEIRA et al., 2011).



22

A idade a puberdade e consequentemente a idade ao primeiro parto
influencia a lucratividade da pecuaria nacional, ja que afeta diretamente a taxa
de desfrute (BERETTA et al., 2002), a qual mede a capacidade do rebanho em
gerar excedente, ou seja, representa a produgao (em arrobas ou cabegas) em
um determinado espago de tempo em relagcdo ao rebanho inicial (ALVES,
2012).Quando o primeiro parto ocorre aos quatro anos de idade, a taxa de
desfrute do rebanho € em torno de 10% e este indice é quase duplicado
quando o primeiro parto ocorre aos trés anos. Ja quando o primeiro parto
ocorre aos dois anos de idade e a idade de abate dos machos da-se aos 13/14
meses, a taxa de desfrute é de 40% (BERETTA et al., 2002).

2.2 Fatores que afetam a puberdade

Fatores ambientais e nutricionais influenciam a idade a puberdade de
novilhas. No Brasil, a estacdo (més) de nascimento afeta o peso a desmama
dos bezerros (De SOUZA et al., 2000; Figura 1), fator que influencia
diretamente a idade a puberdade de novilhas, ja que o peso a desmama esta
correlacionado negativamente com esta (r= -0,39; p<0,01; RESTLE et al.,
1999).

A estacado de nascimento influencia a idade a puberdade devido ao
ciclo de crescimento no periodo de producao de forragens nas aguas, seguido
por uma manutengdo ou perda de peso no periodo de escassez de forragem
na época da seca, ciclo este, de ganho e perda de peso denominado “efeito
sanfona” (GARCIA et al., 2004). A idade a puberdade influencia também o
momento de prenhez dentro da estacdo de monta, situacdo importante devido
a que novilhas que ficam prenhez no inicio da estacdo de monta tém maior
possibilidade de ficarem prenhez no seguinte periodo reprodutivo, mantendo
assim um baixo intervalo entre partos e produzindo bezerros mais pesados a
desmama (MONTEIRO et al., 2013).
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FIGURA 1- Médias de quadrados minimos para peso aos 205 dias de idade segundo o més

de nascimento do bezerro. Adaptado de De Souza et al. (2000).

Entre os fatores que influenciam a reproducdo, a nutricdo tem papel
reconhecidamente importante por afetar diretamente aspectos fisioldgicos e
desempenho reprodutivo na fémea bovina (BAGLEY, 1993; HAWKINS et al.,
1995; MAGGIONI et al., 2008). A densidade energética da dieta é o fator
nutricional que, em curto prazo, provoca maiores alteracbes na reproducao
(BERGFELD et al., 1994), porém a quantidade e tipo de proteina fornecida
também tem relevante importancia. Desta forma, para um bom aproveitamento
tanto de energia quanto de proteina € importante que haja um correto
balanceamento entre eles, além de sincronia na taxa de degradacao entre as
fontes de proteina e energia da dieta (SINCLAIR et al., 2000).

O estatus nutricional pode influenciar a pulsatilidade do horménio
luteinizante (LH) associado com a puberdade, logo novilhas com maior
ingestdo de energia e ganho de peso podem entrar na puberdade
precocemente (SCHILLO et al., 1992).

Os horménios e metabdlitos associados com ingestao de energia, como
glicose, insulina e fator de crescimento semelhante insulina do tipo | (IGF-I),

parecem estimular a secre¢cdo de gonadotrofinas (LH e horménio foliculo
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estimulante; FSH) ao influenciar a atividade secretora do eixo hipotalamico-
hipofisario (SCHILLO et al.,, 1992), podem aumentar os efeitos dessas
gonadotrofinas nas células ovarianas (SPICER; ECHTERNKAMP, 1995) e
também diminuir a sensibilidade do hipotalamo a retroalimentagdo negativa do
estradiol (FOSTER, 1988).

A idade a puberdade (novilhas Brahman) e a probabilidade de gestacao
aos 14 meses em novilhas Nelore sdo carateristicas que apresentam elevada
herdabilidade (h?=0,42; VARGAS et al., 1998; h?=0,57 ELER et al., 2002
respectivamente), o que sugere que ha uma falha no processo de sele¢ao para
esta caracteristica nessa raca (ELER et al., 2002).

A medida da circunferéncia escrotal (CE) aos 18 meses de idade
apresentou correlagdo genética negativa com a idade a puberdade das filhas
(r=-0,32), assim, a medida da CE torna-se uma alternativa em relagdo as
caracteristicas avaliadas diretamente nas fémeas a realizar selegcado indireta
para idade a puberdade (VARGAS et al., 1998).

2.3 Escore de condicao corporal e espessura da gordura subcutanea

Na bovinocultura, a aparicdo precoce da puberdade repercute
economicamente no sistema de produgao, pois as novilhas que apresentam a
primeira cria ao redor dos dois anos de idade produzem mais bezerros durante
sua vida reprodutiva em comparagao com novilhas com primeira cria com trés
ou mais anos de idade (DIAS et al.,, 2004). Na puberdade intensifica-se o
preenchimento dos adipdcitos, ocorrendo a deposi¢cao de gordura na carcaga
facilitando a terminagéo dos animais destinados para o abate (SILVEIRA et al.,
2011).

A deposicado de gordura corporal € um indicador do estatus nutricional
(SCHRODER; STAUFENBIEL, 2006), e esta relacionada diretamente com a
idade a puberdade por intermédio da leptina, que atua como sinalizador da
condigdo corporal do animal ao hipotalamo (SPICER, 2001). Novilhas com

maior cobertura de gordura na garupa possuem trato reprodutivo mais
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desenvolvido, visto que possuem cornos uterinos, ovarios e foliculos maiores
(LEAFLET, 2001).

A leptina € um hormobnio peptidico (16.4kDa), produto do gene da
obesidade, é secretado primariamente pelos adipdcitos e tém reconhecido
papel critico na regulagdo do peso corporal pela inibigdo do consumo de MS e
por estimular o gasto de energia (ZHANG et al., 1994).

A leptina pode ativar mecanismos hipotalamicos, aumentando o numero
de picos de secrecao de LH. A deficiéncia nutricional em novilhas de corte
suprime, no hipotalamo, a geragédo de picos de secre¢ao de LH atrasando a
primeira ovulagdo (SCHILLO et al., 1992; FOSTER; NAGATANI, 1999 ;
RAWLINGS et al., 2003).

A restrigado alimentar crénica em novilhas resulta na redugéo acentuada
na secrecao de leptina, reducio no escore da condic&o corporal e coincide com
a diminuic&o na liberacédo de LH. Dessa forma, o estatus metabdlico parece ser
o fator primario da responsividade do eixo hipotalamico-hipofisario a leptina em
ruminantes (EMERICK et al., 2009).

Ha relatos de experimentos que realizaram processos de selegao
focados na diminui¢do da quantidade de gordura na carcaga em ragas taurinas,
0 que teve um reflexo negativo sobre as variaveis reprodutivas em fémeas. Isto
teve implicacdo no aumento da idade e peso que estas novilhas atingiram a
puberdade com reducédo da fertiidade quando adultas (BERG; WALTERS,
1983; MACNEIL et al., 1984). No entanto, ha relatos que n&o observaram
correlagao entre a espessura da gordura subcutanea (EGS; 56 dias poés
desmame) e a idade a puberdade de novilhas (YILMAZ et al., 2006).

A dindmica do desenvolvimento dos tecidos acontece cronologicamente
em “ondas de crescimento especificos”. A onda de crescimento inicia-se com o
tecido nervoso prosseguindo para o tecido 6sseo e muscular e, finalmente, o
tecido adiposo (OWENS et al., 1993). Dependendo da raga e a sua curva de
crescimento (SILVEIRA et al., 2011), o desenvolvimento de cada um destes
tecidos pode ser precoce, médio ou tardio (OWENS et al., 1993). O peso

maduro (ou peso adulto) é alcangado quando o ganho de peso passa a ser
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composto exclusivamente por gordura, ndo havendo entdo acréscimos na

deposicao de proteina, agua e minerais (GOULART, 2012; Figura 2).
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FIGURA 2- Dindmica de deposicdo dos tecidos do corpo do bovino no periodo pés-natal.

Adaptado de Goulart, (2012).

A curva de crescimento apresenta trés fases diferenciadas quanto ao
seu comportamento: Na primeira fase, do nascimento até o desmame, observa
um crescimento acelerado; a segunda fase do desmame até o ponto de
inflexdo da curva (maximo crescimento) representa a desaceleragdo no
crescimento e a fase final representa a estabilizacdo do crescimento ou
maturidade (OSPINA-PATINO; MEDEIROS, 2003). Quando os bovinos estao
préximos da sua maturidade, ocorre uma desaceleragao do ganho de peso e
inicia-se um aumento na deposi¢do de gordura. Durante este periodo a
ingestao de alimentos é reduzida e a eficiéncia da alimentagdo € comprometida
(WERTZ-LUTZ et al., 2010).

Dentre as principais causas da baixa eficiéncia produtiva da maior

parte dos rebanhos de cria esta o pouco desenvolvimento corporal e o baixo
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escore de condigdo corporal (ECC) das novilhas (LOBATO, 2003). O ECC
permite avaliar subjetivamente a quantidade de tecido adiposo depositado e
constitui um dos indicadores do estado nutricional que mais se associa com o
indice de prenhez (RICE, 1991). Vacas com comprometimento nutricional
parecem ser mais sensiveis aos efeitos do “feedback” negativo do estradiol
(WETTEMANN et al. 2003) e, em novilhas, um baixo ECC retarda a idade do
primeiro servico e condiciona também baixa taxa de prenhez quando
primiparas (LOBATO, 2003).

Outras mensuragbes como o peso corporal, espessura da gordura
subcutdnea entre a 12% e 13% costela (EGSC) e espessura da gordura
subcutanea na garupa (EGSG) podem ser realizadas para estimar as reservas
energéticas dos animais (SCHRODER; STAUFENBIEL, 2006).

A garupa € a area com maior quantidade de tecido adiposo no
subcutaneo do animal, sendo uma area de facil acesso para realizar a
mensuragao da EGSG. Sua medida apresenta eficiéncia semelhante a EGSC
(SILVA et al., 2003) e, um operador treinado pode executa-la com alta
precisdo, agilidade e repetitividade (STOUFFER; CROSS, 1985). A EGSG
apresenta correlagdo positiva com a gordura corporal total (r=0,90;
SCHRODER; STAUFENBIEL, 2006) e com mensuragdes de ECC (r=0,82 a
0,93; AYRES et al., 2009).

2.4 Sistema somatotréfico e o efeito sobre a puberdade

O sistema somatotréfico esta envolvido em processos reprodutivos que
sao criticos para a ocorréncia da puberdade (ARMSTRONG et al., 1992;
BELTRAN, 2007) e o estabelecimento da prenhez (SOSA et al., 2010),
regulando a atividade biolégica dos ovarios (BARCELLOS et al., 2014) e do
utero (SOSA et al., 2010).

Ha relatos que observaram que a redugao da concentragao plasmatica
de IGF-I por meio de imunizagao contra hormdnio de crescimento (GH) atrasou
a idade a puberdade (ARMSTRONG et al., 1992), ou experimentos nos quais o

aumento na concentracio plasmatica de IGF-I foi associada com diminui¢gdo da
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idade a puberdade (HOPPER et al., 1993; YILMAZ et al., 2006), sugerindo que
o IGF-I pode ser importante para a maturacéo sexual em bovinos.

No entanto, o papel do IGF-I na reprodugéo bovina nao pode ser visto
isoladamente, ou como um preditor da idade a puberdade (YILMAZ et al.,
2006), pois é apenas um componente do sistema do complexo IGF, que atua
como um sinalizador indireto da aptiddo do animal para que os eventos
relacionados a reprodugdo possam ocorrer decorrentes do status nutricional
(JONES et al.,, 1991). Isto &, em parte, porque o IGF-l ndo da nenhuma
informacéo sobre as funcdes autdcrina ou paracrinas € nao € o unico horménio
capaz de influenciar a reproducédo (JONES et al., 1991).

Existe grande variabilidade nas concentragdes plasmaticas de IGF-l em
novilhas pré-puberes em funcdo da ragca (JONES et al., 1991), eficiéncia
alimentar (JOHNSTON et al., 2002) e nivel de adaptagdo ao tropico
(CALDWEL et al., 2011) dos animais.

Além disso, a biodisponibilidade de IGF-I é determinada pela
concentracado de IGF-I livre. As proteinas ligadoras do IGF-I (IGFBPs) sédo as
que definem a biodisponibilidade do IGF-lI circulante, deixando sem
bioatividade a fragdo do IGF-I que esta ligado a essas proteinas (FORTES et
al., 2012). Além disso, as IGFBPs sado encarregadas pelo transporte até as
células alvo e por aumentar a meia vida do IGF-I (AKERS et al., 2005).

O tratamento com somatotrofina bovina recombinante (rbST) modifica o
sistema somatotréfico de uma maneira dindmica, ja que diminui as
concentragbes de proteina transportadora de IGF-I tipo 2 (IGFBP-2),
aumentando a biodisponibilidade do IGF-I, além disso a magnitude da resposta
nas concentracdoes de IGF-I e IGFBP-2 ao tratamento com rbST €& maior no
periodo mais proximo da ocorréncia da puberdade. Isto pode ser reflexo da
maturagdo do sistema GH/IGF-I em animais pré puberes (RADCLIFF et al.,
2004).

A densidade energética da dieta altera as concentragdes plasmaticas
do GH e do IGF-I, além de modular a concentracdo da fragcao livre de IGF-I.

Sabe-se que a concentracdo plasmatica de GH esta aumentada em novilhas
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que consomem dieta com moderada-baixa energia (ganho 0,7kg/d) quando
comparadas com novilhas com elevado consumo de energia (ganho 1,2kg/d;
BUSKIRK et al., 1996; CHELIKANI et al., 2009).

A secrecéao pulsatil do GH em condicbes fisiolégicas € controlada por
um complexo sistema regulador composto por trés hormdnios que atuam no
hipotalamo: Fator liberador de GH (GHRH), somatostatina (GHIH) e Ghrelina.
O GHRH ¢ o principal estimulador da sintese de GH, enquanto a somatostatina
€ um potente inibidor ndo competitivo da liberacdo de GH e modula a resposta
da hipdéfise ao GHRH (MULLER et al., 1999). O terceiro regulador da secregéo
de GH é o Ghrelina, o qual € um forte estimulador da atividade do GH (KHATIB
et al., 2014; Figura 3).
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FIGURA 3- Regulagéo da secre¢do do horménio de crescimento. Adaptado de Khatib
et al. (2014).
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O Ghrelina € um peptideo bioativo que foi isolado a partir das células
do estdbmago e é um ligante endoégeno do receptor do secretagogo do horménio
de crescimento (GHS-R). Sua secrecdo é regulada por estimulos fisicos,
quimicos ou ambos (KHATIB et al., 2014).

O Ghrelina atua na hipdfise e no hipotalamo, aparentemente
estimulando os somatotrofos da hipéfise anterior (através da interagédo com o
GHS-R) e os neurbnios produtores de GHRH, além de inibir os neurdnios
produtores de GHIH no hipotalamo (GOMES et al., 2013; MARY et al., 2013).

A concentracdo plasmatica de Ghrelina € aumentada em animais que
experimentam restricdo alimentar prolongada que resulta em perda de peso
(WERTZ-LUTZ et al., 2008). Esta diferenca é resultado de diferengas no estado
metabdlico (densidade energética da dieta) e nao diferenca no consumo de MS
(WERTZ-LUTZ et al., 2008; 2010).

Novilhas que recebem dietas com moderada-alta/alta densidade
energética (ganho 1000-1200g/dia) apresentam maior concentragao plasmatica
de IGF-I, maior didmetro folicular e atingiram a puberdade mais cedo do que
novilhas que receberam dieta de baixa/moderada-baixa densidade energética
(ganho 500-700g/dia; BARCELLOS et al., 2014). O elevado consumo de
energia aumenta a expressdao de RNAm para o receptor de GH (GHR 1A) no
figado. Maiores quantidades de GHR 1A, melhora a capacidade do figado de
responder ao GH (RADCLIFF et al., 2004).

A expressdo de GHR 1A no figado é dependente de insulina, pois a
infusdo continua de insulina aumenta a quantidade de mRNA para GHR 1A e
IGF-I no figado de vacas leiteiras no pos parto (BUTLER et al., 2003), o que
explica que dietas com elevado aporte energético favoregam o sistema
somatotréfico. Além disso, a insulina estimula a protedlise das IGFBPs ligadas
ao IGF-I, aumentando assim a concentragcdo da fragao livre deste, ficando
biodisponivel para atuar sobre os seus receptores (SPICER et al., 2000; LUCY,
2011). Os efeitos da nutricdo sobre a concentragdo plasmatica de IGF-I
parecem ocorrer em menores idades na modulacdo da puberdade, devido as
mudancgas energéticas (BARCELLOS et al., 2014).
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A insulina e o IGF-I s&o hormdnios dependentes do nivel de energia na
puberdade e podem atuar direta ou indiretamente por meio da captacao de
glicose pelo ovario modulando assim a atividade reprodutiva (BARCELLOS et
al., 2014).

Ha um sinergismo entre a insulina e o IGF-I no inicio do crescimento
folicular influenciando assim o desenvolvimento folicular ao inicio da
puberdade. A relagao entre a concentragao plasmatica de IGF-I e a modulacao
da atividade ovariana, € dada pela estimulagdo dos receptores de LH e FSH e,
posterior desenvolvimento folicular (BARCELLOS et al., 2014).

Os efeitos da nutricdo sobre as estruturas ovarianas tém sido
demonstradas. Ha relacdo entre a concentracao plasmatica de IGF-I e o ganho
diario de peso sobre o numero de novilhas ciclicas no inicio da primeira
estacdo de monta (BARCELLOS et al., 2014). Baixos niveis nutricionais e,
consequentemente baixas concentracbes plasmaticas de IGF-l, estédo
associados com diminui¢cdo do didmetro do foliculo dominante durante toda a
onda folicular (GASSER et al., 2006a,b).
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3 HIPOTESES

As novilhas da raga Nelore tratadas com 250mg de rbST a cada 14 dias

de 12 a 22 meses de idade apresentam

a)

b)

maior concentragéo plasmatica de GH, IGF-I, glicose e insulina;

menor deposicdo de gordura subcutédnea e consequentemente

menor concentragao plasmatica de leptina;

desenvolvimento folicular (didametro do maior foliculo) aumentado;

diminui¢cao da idade e peso a puberdade;

maior taxa de prenhez na primeira estacdo de monta.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Comparar o efeito da diminuigdo da concentracao de leptina e do
aumento da concentracdo de IGF-I na idade a puberdade em novilhas da raca

Nelore.

4.2 Objetivos especificos
Avaliar o efeito do tratamento com 250mg de rbST a cada 14 dias

de 12 a 22 meses de idade em novilhas pré puberes da raga Nelore sobre:

a) A variagdo na concentracdo de GH, IGF-I, glicose, insulina e
leptina;

b) A variacao na deposig¢ao de gordura subcutanea;

c) A variagao do diametro do maior foliculo;

d) A variacdo da idade e peso a puberdade;

e) A variacdo da taxa de prenhez na primeira estacdo de monta.
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5 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais realizados foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” da Faculdade de Odontologia, Campus de Aracgatuba,
sob o numero de protocolo FOA-1850-2012.

5.1 Local do experimento e animais

O experimento foi realizado na fazenda Guarita, localizada no municipio
de Aracatuba, Sdo Paulo, Brasil, 21° 0025 de latitude sul, 50°24°04"" de
longitude oeste e 380 metros de altitude. As atividades foram realizadas entre
outubro de 2012 até agosto de 2013.

Novilhas pré-puberes da raga Nelore (n=31; 259,87+33,88kg;
11,80+1,26 meses de idade) provenientes de rebanho nao selecionado para
precocidade sexual, foram alocadas em dois grupos homogéneos, rbST e
salina, com 16 e 15 animais respectivamente. Para a formagdo dos grupos
foram avaliadas as seguintes caracteristicas: pai, espessura da gordura
subcutanea, peso e idade. As novilhas permaneceram durante todo o periodo
experimental em um unico lote, acompanhadas sempre de um rufido com bucal
marcador (1:30) em piquetes de Brachiaria decumbens, com acesso a

suplemento mineral e agua ad libitum.

5.2 Tratamento

A cada 14 dias durante 10 meses, os animais receberam aplicagao por
via subcutédnea na regidao da paleta de 250mg de sterile sometribove zinc
suspension (Lactotropin®) nas novilhas do grupo rbST ou 2,5mL de solugéo
fisiolégica nas do grupo salina.

O Lactotropin € um produto comercial utilizado para aumentar a
producdo de leite de vacas em lactagdo, ja4 que disponibiliza a energia

acumulada em forma de gordura para producao de leite (DOHOO et al., 2003).
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A recomendacgao do fabricante € a aplicagdo de 500mg a cada 14 dias em
vacas adultas, ja que a concentragao sérica de GH € aumentada de 20 a 30
vezes dois dias apos a aplicagao do rbST, e vai diminuindo gradativamente até
voltar as concentragdes basais ao redor do dia 14. Ja o IGF-l aumenta 2 a 3
vezes sua concentragdo dois dias apds aplicagdo, e vai diminuindo
gradativamente, mas continuando maior 14 dias apos a aplicagdo, sugerindo
que o intervalo de 14 dias entre aplicagdo permite manter concentragdes
elevadas de IGF-I durante todo o periodo (CASTIGLIEGO et al., 2010).

Vacas de alta producdo em lactacdo apresentam um metabolismo mais
acelerado e maior depuracdo hepatica de hormébnios e medicamentos
(WILTBANK et al., 2006) quando comparadas com vacas secas, vacas de corte
ou novilhas. A dose de 250mg de rbST foi estabelecida seguindo este
raciocinio e baseados nos relatos de outros experimentos publicados
(BUSKIRK et al., 1996; COOKE et al., 2013) nos quais esta mesma dose e na

mesma frequéncia foi utilizada.

5.3 Avaliagao por ultrassonografia e ocorréncia da puberdade

Nos dias de aplicacédo do tratamento, foi realizada avaliacao dos ovarios
utilizando aparelho de ultrassom GE Logic-100, equipado com transdutor linear
transretal de 5,0 MHz para estimar o didmetro do maior foliculo, além da
identificac&o de corpo luteo (CL).

O critério para identificar o periodo da primeira ovulagao nas novilhas foi
a apresentacdo de estro e consequente marcacdo do rufido, o qual
correspondeu a segunda ovulagao (YAVAS; WALTON, 2000). O dia anterior
aos oito dias prévios a marcacao do rufido foi considerado como a data da
ocorréncia da primeira ovulagdo. A ovulagao foi confirmada com a observacao
de CL por ultrassonografia (ARCHBOLD et al.,, 2012) e quantificagdo de
progesterona plasmatica (=1 ng/mL; NOGUEIRA et al., 2003).
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5.4 Ganho de peso e espessura da gordura subcutanea

Aos 12, 14, 16, 18, 20 e 22 meses de idade os animais foram pesados
em balancga eletrénica (Coimma KM-3), para ser mensurado o ganho diario de
peso dentro de cada periodo. Concomitante as pesagens, foi mensurada a
EGSG e a EGSC, utilizando aparelho de ultrassom GE Logic-100 (5,0 MHz) e
oleo vegetal como interface entre a pele e o transdutor.

Para EGSG o transdutor foi posicionado linearmente entre o ilio e o
isquio sendo deslocado até o limite superior do Biceps femoris (Figura 4). Para
EGSC a imagem de ultrassom foi realizada transversalmente no musculo

Longissimus dorsi na regiao entre a 122 e 132 costela (Figura 5).

FIGURA 4- Local anatdbmico e imagem de ultrassom para medi¢gdo da espessura da

gordura subcuténea na garupa em novilhas Nelore.

5.5 Estagao de monta
Aos 25+1 meses de idade, foi iniciada a estacdo de monta que teve

duracéo total de 4 meses, entre novembro de 2012 e fevereiro de 2013.
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FIGURA 5- Local anatdmico e imagem de ultrassom para medi¢cao da espessura da

gordura subcutanea entre 122 e 132 costela em novilhas Nelore.

Todas as novilhas foram submetidas a um primeiro protocolo de
inseminacgao artificial em tempo fixo (IATF; Figura 6). No dia -8 foi inserido um
dispositivo intravaginal de liberagao lenta de progesterona de terceiro uso (1g;
DIB®, Intervet/Schering-Plough, Brasil) e foi aplicado 2 mg, intramuscular (IM)
de benzoato de estradiol (BE; GONADIOL®, Coopers, Brasil). No dia 0 foi
retirado o DIB e aplicado 200 Ul, IM de gonadotrofina coribnica equina
(FOLLIGON®, Intervet/Schering-Plough, Brasil) e 0,5mg, IM de D-cloprostenol
(CIOSIN®, MSD Saude Animal, Brasil). No dia 1 foi aplicado 1 mg, IM de BE
(GONADIOL®, Coopers, Brasil).

Cinquenta e quatro horas apds a retirada do implante foi realizada a
IATF por um técnico experiente e utilizando sémen de touros Nelore
provenientes de central certificada (CRV Lagoa) e distribuidos

homogeneamente entre ambos os grupos.
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FIGURA 6 - Esquema do protocolo de IATF utilizado em novilhas Nelore (BE=

benzoato de estradiol; eCG= gonadotrofina coriénica equina).

Apos 30 dias, foi realizado diagnostico de prenhez por ultrassom
utilizando aparelho de ultrassom GE Logic-100 (5,0 MHz) e foi feito um
segundo protocolo de IATF em 17 novilhas que ndo estavam prenhez.

Dez dias apds a segunda IATF todas as novilhas foram expostas a touro
durante 60 dias (1:15 touro por novilhas) para realizar repasse. Os touros
utilizados neste experimento foram avaliados e aprovados por exame
androlégico 15 dias antes do inicio da estagao de monta (CBRA, 1998). No final
da estacao de monta (29+1 meses de idade) foi realizado outro diagnostico de
prenhez e estabelecido as datas de concepcdo. A taxa de prenhez de cada
IATF e/ou repasse foi calculado em base as datas estabelecidas no diagnostico

de prenhez realizado ao final da estacdo de monta.

5.6 Coleta de sangue e ensaios hormonais

Concomitante a aplicacdo dos tratamentos, foram coletadas duas
amostras de sangue para dosagem das concentragdes de GH, IGF-I, leptina,
insulina, progesterona e glicose, utilizando tubo a vacuo de 10 mL contendo 20
mg de EDTA e tubo de 4 mL contendo EDTA+NaF (6 mg+12 mg; BD
Vacutainer®), as quais foram refrigeradas a 4°C até a separagao do plasma em
centrifuga refrigerada por 10 minutos a 3500rpm (2665g) e 4°C (Cientec
Modelo CT-5000R). Posteriormente as fragdes do plasma foram aliquotadas
em duplicata em tubos de 2mL (Axigen Scientific MCT-200B) e armazenadas
em freezer a -20°C ate as quantificacdes hormonais e bioquimica.

A concentragcdo de glicose foi mensurada usando kit comercial por
analise colorimétrica (Glicose Liquiform, LABTEST®), controle de qualidade
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(Qualitrol 1H, LABTEST®) e dosagem de amostra padréo (100mg/dL) a cada 10
analises. O coeficiente de variagao intraensaio foi de 1,6% e sensibilidade de
0,28mg/dL.

A concentragdo de insulina foi obtida utilizando kit comercial de
radioimunoensaio (RIA; Human Insulin Specific, MILLIPORE®). Foi realizada
em todos os ensaios a dosagem de duas concentracdes de controle alto (CA;
51,67Ul/mL) e dois de controle baixo (CB; 11,83Ul/mL). Coeficientes de
variagao (CV) inter (CA: 9,56% CB: 9,38%) intraensaio (CA: 2,09% CB: 0,78%;
CA: 7,68% CB: 1,57%; CA: 1,89% CB: 3,74%; CA: 3,44% CB: 1,89%) e
sensibilidade de 1,56Ul/mL.

A concentracdo de leptina foi obtida utilizando kit comercial de RIA
(Multi-Species Leptin, MILLIPORE®). Usamos como curva padrdo a leptina
recombinante bovina (laboratério Rehovot-Israel). Foi realizada em todos os
ensaios a dosagem de duas concentragbes de CA (19,24ng/mL) e dois CB
(2,58ng/mL). Coeficientes de variagdo inter (CA: 9,56% CB: 15,01%),
intraensaio (CA: 17,37% CB: 2,33%; CA: 2,02% CB: 2,77%; CA: 8,18% CB:
2,40%; CA: 1,95% CB: 5,54%) e sensibilidade de 0,07ng/mL.

A concentracdo de GH foi obtida utilizando ensaio in house de
radioimunoensaio (PARLOW, 2007). Foi realizada em todos os ensaios a
dosagem de duas concentragdes de CA (7,74ng/mL) e dois CB (1,04ng/mL).
Coeficiente de variacdo inter (CA: 17,25% CB:25,46%), intraensaio (CA:
14,15% CB: 7,60%; CA: 20,10% CB: 5,53%; CA: 18,25% CB: 4,79%; CA:
18,40% CB: 5,81%; CA: 9,77% CB: 1,12%; CA: 15,55% CB: 1,73%; CA:
13,58% CB: 1,61%) e sensibilidade de 0,13ng/mL.

A concentracdo de IGF-l foi obtida utilizando ensaio in house de
radioimunoensaio com extragdo por crioprecipitacdo com etanol acido,
(adaptado de BREIER et al., 1991). Foi realizada em todos os ensaios a
dosagem de duas concentragbes de CA (154,94ng/mL) e dois CB
(54,55ng/mL). Coeficiente de variagdo inter (CA: 20,55% CB:18,44%),
intraensaio (CA: 9,69% CB: 7,79%; CA: 46,55% CB: 2,82%; CA: 16,90% CB:
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4,21%; CA: 11,04% CB: 1,20%; CA: 1,45% CB: 8,09%; CA: 11,17% CB:
0,06%) e sensibilidade de 1,74ng/mL.

A concentragdo de progesterona foi obtida utilizando kit comercial de
RIA (RIA Progesterone, IMMUNOTECH?®). Foi realizada em todos os ensaios a
dosagem de duas concentragcdes de CA (8,34ng/mL) e dois CB (0,51ng/mL).
Coeficiente de variagao inter (CA: 5,25% CB:19,86%), intraensaio (CA: 4,97%
CB: 0,63%; CA: 11,00% CB: 0,63%; CA: 2,28% CB: 0,96%; CA: 2,66% CB:
0,14%) e e sensibilidade de 0,08ng/mL.

5.7 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia com medidas
repetidas por meio do procedimento Mixed do SAS (Statistical Analysis
System) com estrutura de covariancias escolhidas pelo Critério de Informacao
de Akaike (AIC) e comparacdes multiplas das médias com o LSMEANS (Least
Squares Means), ajustado para Tukey.

Os dados foram testados quanto a normalidade e homogeneidade de
variancias pré-requisitos necessarios para a analise de variancia e foram
transformados em log para anadlise estatistica, mas para a representagéo
grafica foram utilizados os dados nao transformados.

O coeficiente de correlagdo de Pearson foi usado para medir o grau de
associacao entre variaveis. Os dados qualitativos foram analisados pelo teste
exato de Fisher. Os resultados das analises estatisticas foram apresentados
como média e desvio padrao e foram consideradas significativas quando
p<0,05. As analises estatisticas foram efetuadas empregando-se o programa
SAS 9.3 (Statistical Analysis System).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Puberdade

Durante o tratamento, 14 novilhas atingiram a puberdade, 7 animais no
Grupo rbST e 7 no Grupo salina. Nao foi possivel observar diferenca na idade a
primeira ovulagao entre o grupo rbST quando comparado com o grupo salina
(593 + 37 vs 599 + 42 dias de idade; p=0,46 respectivamente; Figura 7).
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FIGURA 7- Curva de sobrevivéncia (porcentagem de novilhas Nelore que ovularam)
em funcao da idade em dias e receberam a cada 14 dias (entre 12 e 22 meses de
idade) rbST (250mg; n=7) ou solugao salina (2,5 mL; n=7).

Foi observado que o tratamento com rbST ndo alterou a idade a
puberdade. Entretanto, em outros estudo verificou-se que o rbST estimula a
sintese de IGF-I no figado, incrementando as concentragdes plasmaticas deste
(McGUIRE et al., 1992; SHARMA et al., 1994). O IGF-I| estimula os neurbnios
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de GnRH (DAFTARY; GORE, 2004) através da ativacdo dos neurbnios que
secretam a kisspeptina, que por sua vez estimula a secrecdo do hormdnio
luteinizante (LH; HINEY et al. 2009), o aumento da frequéncia dos pulsos de
LH é o evento critico para a ocorréncia da puberdade em fémeas bovinas
(SCHILLO, 1992).

Os resultados da administragéo crénica de rbST (350 mg a cada 14 dias,
durante 7,5 meses) sao conflitantes, em novilhas Angus nao alterou a idade ou
0 peso a puberdade e nao afetou a frequéncia e/ou amplitude dos pulsos de LH
(HALL et al., 1994). Em contraste, novilhas da raca Angus que receberam a
mesma dose de rbST (250 mg) atingiram a puberdade mais cedo quando
comparadas com novilhas controle (COOKE et al., 2013).

O peso a puberdade das novilhas Nelore que atingiram a puberdade
durante o experimento nao foi alterado pelo tratamento com rbST quando
comparado com o grupo salina (394 + 25 kg vs 411 + 20 kg; p=0,31
respectivamente; Figura 8). Como nao houve alteragcdo do peso entre os
grupos, é justificavel que nao exista diferenca entre as idades a primeira
ovulacdo. Uma vez que para que a primeira ovulacdo aconteca o peso corporal
€ mais importante do que a idade, ja que a nutrigdo inadequada atrasa a
puberdade e o aumento da nutricdo associada a um rapido crescimento
corporal antecipa a ocorréncia desta (FOSTER; NAGATANI, 1999).

Tanto a suplementagdo com alto teor de energia (CARVALHO et al.,
2013) quanto com energia e proteina (DAVIS RINCKER et al., 2010) antecipam
a idade a puberdade com um menor peso corporal provavelmente por aumento
na frequéncia de pulsos de LH (SCHILLO et al., 1992).

Experimentos semelhantes com tratamento prolongado com rbST, néo
encontraram diminui¢do da idade a puberdade em novilhas (BUSKIRK et al.,
1996; MURPHY et al., 1991; RADCLIFF, 1997), mas observaram uma
tendéncia (BUSKIRK et al., 1996) ou aumento (RADCLIFF, 1997) do peso a
puberdade. Porem o dobro da dose de rbST (500mg/14d) atrasou a idade a
puberdade de novilhas Angus x Holandesa (HAWKINS et al., 1992 Apud
BUSKIRK et al., 1996).
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FIGURA 8- Peso corporal (kg) proximo a puberdade estimada em novilhas Nelore
tratadas a cada 14 dias (entre 12 e 22 meses de idade) com rbST (250mg; n=7) ou

solugdo salina (2,5mL; n=7; Média + DP).

Todos os estudos publicados, que relatam diminuicdo da idade a
puberdade com o uso de rbST, foram realizados em animais Bos taurus,
cruzamentos ou racas sintéticas com base nestes. Neste experimento, a base
racial € Bos indicus, além de que o rebanho utilizado tem histérico de
puberdade entre 22 a 26 meses. A fisiologia reprodutiva e os mecanismos de
agao do IGF-I no ovario sdo diferentes entre ambas as espécies (SARTORI;
BARROS, 2011), o que pode explicar a auséncia de resultados equivalente aos
observados em bovinos Bos taurus.

Em gado Brahman a via de IGF-I| é relevante para a idade a puberdade,
e mostrou maior importancia quando comparado com outros genes avaliados
por estudo de polimorfismo unico de nucleotideo (SNP) através de analise de
associagao genémica ampla (GWAS; FORTES et al., 2012), por outro lado ha
relatos de que as concentracbes séricas de IGF-l apresentaram correlagao
negativa com a idade a puberdade em novilhas (BELTRAN, 2007; JOHNSTON
et al., 2009).
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Acreditou-se que o IGF-I por ser um sinalizador do estado nutricional e
de crescimento em bovinos (YELICH et al., 1996), tenha uma fungao
semelhante a leptina, ndo de desencadeador da puberdade em novilhas, mas
sim como um sinal permissivo para a ocorréncia desta (BARB; KRAELING,
2004; CHELIKANI et al., 2009).

6.2 Espessura da gordura subcutanea

A EGSC néo diferiu entre os grupos rbST e salina durante o
experimento (Figura 9). Entretanto, a EGSG foi menor no grupo rbST quando
comparado com os animais salina aos 1811 (5,2 £ 0,3 vs 4,5 £ 0,3mm, p=0,04)
e 22+1 meses de idade (5,8 + 0,3 vs 4,7 + 0,3mm, p<0,01); aos 16x1 meses
de idade foi possivel observar tendéncia a diminuicao da EGSG no grupo rbST
comparado com o salina (5,1+£0,3 vs 4,4+0,2mm, p=0,07 respectivamente;
Figura 10).
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FIGURA 9- Variacao da espessura (mm) da gordura subcutanea entre a 122 ¢ 132
costela (EGSC) através de medicao ultrassonografica, em novilhas Nelore tratadas a
cada 14 dias (entre 12 e 22 meses de idade) com rbST (250mg; n=16) ou solugéo
salina (2,5mL; n=15; Média + DP).
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FIGURA 10- Variagdo da espessura (mm) da gordura subcutanea na garupa (EGSG)
através de medicao ultrassonografica, em novilhas Nelore tratadas a cada 14 dias
(entre 12 e 22 meses de idade) com rbST (250mg; n=16) ou solugao salina (2,5mL;
n=15).

*Valores com diferencga estatistica (p<0.05; Média + DP).

Durante o periodo experimental foi possivel observar um aumento na
diferenga da EGSC e EGSG entre os grupos rbST e salina em fung¢ao do tempo
(r= 0,89, p<0,01; r= 0,89, p=0,02). A garupa € o lugar com maior espessura de
gordura subcutanea no animal (SCHRODER; STAUFENBIEL, 2006), sendo
assim a medida da EGSG ¢é mais facil e apresenta maior repetitividade do que
a EGSC, explicando a diferenga entre os grupos observada em somente uma
das duas variaveis.

A administracdo de rbST induziu uma reparticdo de nutrientes,
direcionando-os para o musculo a partir do tecido adiposo (ETHERTON;
BAUMAN, 1998; BREIER, 1999), o que explica que o tratamento com rbST
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diminuiu a espessura da gordura subcutanea (EGS) tanto de novilhas (COOKE
et al., 2013) quanto de novilhos (PRESTON, 1995), concordando com o
presente resultado. O tratamento com rbST, além de diminuir a EGS, também
diminuiu 0 marmoreio, a gordura cardiaca e renal de novilhos Angus x Limousin
(PRESTON, 1995), aumentando assim a proporgao de proteina e diminuindo o
revestimento de gordura em carcagas de bovinos tratados com rbST
(RADCLIFF et al., 1997).

Foi observada correlagao positiva entre a EGSC e a EGSG (r= 0,59,
p<0,01), corroborando os resultados de outros estudos (AYRES et al., 2009),

onde relatam que a mensuragao da EGSG é tao eficaz quanto a EGSC.

6.3 Diametro Folicular

O didmetro do maior foliculo foi maior no grupo rbST quando comparado
com o grupo salina (8,69 + 0,47 vs 6,60 + 0,48mm; p= 0,01) aos 12+1 meses
de idade, que correspondeu a primeira avaliagdo depois do inicio do
tratamento.

Bezerras Hereford (EVANS, et al., 1994a) e Nelore (MIGUEL, 2013) com
duas semanas de idade ja apresentaram o crescimento folicular em forma de
onda. Este padrao de crescimento foi observado também em novilhas jovens
antes dos oito meses de idade (ADAMS, et al., 1994; MIGUEL, 2013), e
alteragdes na dinamica folicular foram evidentes a partir de 8 meses de idade a
primeira ovulagao (EVANS et al., 1994b; MIGUEL, 2013).

As ondas foliculares em novilhas pré-puberes sdo quantitativamente
diferentes das ondas foliculares descritas para novilhas puberes (GINTHER, et
al., 1989), sendo todas as ondas anovulatérias para as novilhas pré-puberes e
durante a fase de crescimento, também o didmetro do maior e do segundo
maior foliculo, € menor em comparagao as novilhas puberes (ADAMS et al.,
1994).

Seguindo este raciocinio, mesmo que as ondas foliculares de novilhas
pré-puberes sejam restritas a fase de crescimento, ha variagdo no didametro

folicular. Como a mensurac¢ao do diametro folicular foi a cada 14 dias, os dados
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obtidos podem n&o avaliar precisamente o didmetro do maior foliculo em cada
grupo, explicando a auséncia de diferencia na maior parte do experimento.

Tanto a EGSC quanto a EGSG apresentaram correlagéo positiva tanto
com o didmetro do maior foliculo (r= 0,29, p<0,01; r=0,37, p<0,01) quanto com
as concentragdes plasmaticas de leptina (r= 0,19, p=0,02; r= 0,25, p<0,01)
durante todo tratamento.

As medidas da EGSG e EGSC podem ser usadas para estimar as
reservas energéticas dos animais (SCHRODER; STAUFENBIEL, 2006), com
elevada correlagdo com o escore de condigao corporal dos animais (AYRES et
al., 2009), explicando a correlagao positiva entre a EGS e o diametro folicular.
Os foliculos observados em animais com melhor estatus nutricional séo
maiores quando comparados a outros em restricao nutricional (MACKEY et al.,
2000).

6.4 Ganho Diario de Peso

O ganho médio diario de peso nao diferiu entre os grupos rbST e salina
durante o tratamento, no entanto, em todos os cinco periodos avaliados, o
ganho de peso nas novilhas rbST foi numericamente maior, correspondendo a
11,28% a mais de ganho de peso do que as novilhas que receberam salina
(Figura 11A). Ha relato de efeito semelhante do tratamento com rbST sobre o
ganho de peso (MURPHY et al., 1991). O ganho de peso de novilhas da raga
Holandesa tratadas diariamente com 15mg de rbST, nado foi diferente
estatisticamente, mas sim apresentando ganho de peso numericamente
superior correspondente a 9% quando comparado com novilhas que receberam
salina.

Em ambos os grupos foi observada diminui¢do gradativa do ganho de
peso em fungéo da idade (r= -0,96, p=0,01). Em relagdo ao ganho de peso ha
relatos, em Bos taurus, de que o tratamento com rbST aumentou o ganho de
peso (BUSKIRK et al.,, 1996; RADCLIFF et al., 1997), porém existe relato de
auséncia de maior ganho (COOKE et al., 2013).
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FIGURA 11- (A) Ganho diario de peso (g/dia) em novilhas Nelore tratadas a cada 14
dias (entre 12 e 22 meses de idade) com rbST (250mg; n=16) ou solugcédo salina
(2,5mL; n=15). (B) Pluviosidade (mm) na fazenda Guarita durante o periodo de
tratamento de novilhas Nelore com rbST (250mg; n=16) ou solugdo salina (2,5mL;
n=15). (Média + DP).
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O aumento no ganho médio diario de peso observado em novilhas
tratadas com rbST pode ser atribuido ao aumento do consumo médio diario de
matéria seca (ENRIGHT et al., 1990), embora ha relato de que o tratamento
com rbST diminuiu o consumo de matéria seca (PRESTON, 1995) ou
aumentou a eficiéncia de converséo alimentar (PRESTON, 1995; BUSKIRK et
al., 1996).

Como os animais estavam a pasto, ndo foi possivel avaliar o consumo
diario de matéria seca ou a eficiéncia alimentar das novilhas, ja que ndo houve
suplementacdo energética ou proteica. No entanto, foi observado maior
tendéncia de ganho de peso em resposta ao tratamento com rbST no periodo
das chuvas quando ha maior disponibilidade de forragem, o que significou
maior disponibilidade de alimento para os animais (Figura 11B). O uso de rbST
aumentou o ganho de peso em novilhas com elevada energia na dieta, mas

nao foi efetivo em dieta com restricdo energética (BUSKIRK et al., 1996).

6.5 Glicose e Insulina

Nao houve diferenca tanto na média da concentracao plasmatica de
glicose entre os grupos rbST e salina durante o periodo experimental (90+11 vs
89,6+10,8 mg/dL, p=0,46 respectivamente); quanto nas medias quinzenais em
amostras colhidas antes da aplicagcéo de rbST (p>0,05; Figura 12). Como as
amostras foram colhidas 14 dias apés a aplicacdo rbST, ndo houve diferenca
na concentragdo da glicose entre os grupos. Foi observado que o tratamento
com rbST em novilhas Angus aumentou a concentragao plasmaticas de glicose
aos 6, 8 e 10 dias, mas n&o aos 14 dias apds a aplicagéo do rbST (COOKE et
al., 2012).
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FIGURA 12- Concentragao plasmatica de glicose (mg/dL) em novilhas Nelore tratadas
a cada 14 dias (entre 12 e 22 meses de idade) com rbST (250mg; n=16) ou solugao
salina (2,5mL; n=15; Média + DP).

Apesar da auséncia de diferenga na concentragdo de glicose, a
concentragcédo plasmatica de insulina foi maior nos animais do grupo rbST aos
20,11 meses de idade (6,77+0,73 vs 5,18+0,74 Ul/mL, p=0,06) e houve
tendéncia a ser maior no grupo rbST aos 17,51 meses de idade (9,40%0,71
vs 7,09+0,72 Ul/mL, p=0,03), nos outros meses do experimento ndo houve
diferenca entre os grupos (Figura 13).

Em Bos taurus o tratamento com rbST nao alterou as concentracdes de
insulina (tanto aos 5, 7 e 14 dias apés tratamento, COOKE et al., 2012), porém
ha relatos de que o tratamento com rbST aumentou as concentragbes de
insulina, independente das concentragdes de glicose, indicando independéncia
da hiperglicemia (HALL et al., 1994).

Nao foi possivel observar correlacdo entre a concentragdes plasmaticas
de glicose e insulina (p=0,55), o que reforga esta hipétese. O aumento na

concentracado plasmatica de insulina nao interferiu na concentracado plasmatica
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de glicose, pode ser que o rbST diminua a resposta a insulina, mantendo a
glicemia mesmo com concentracdo elevada de insulina, evidenciando um
possivel efeito “diabetogénico” do tratamento prolongado com rbST
(KOPCHICK; CIOFFI, 1991).
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FIGURA 13- Concentracao plasmatica de insulina (Ul/mL) em novilhas Nelore tratadas
a cada 14 dias (entre 12 e 22 meses de idade) com rbST (250mg; n=16) ou solugao
salina (2,5mL; n=15).

*Valores com diferencga estatistica (p<0.05; Média + DP).

6.6 Hormoénio do crescimento (GH) e fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-I)

A concentragao plasmatica do GH nao foi diferente entre os grupos em
nenhum momento do experimento (p>0,05), nem a média de todo o periodo do
experimento (22,24+20,43 vs 24,15+20,18 ng/mL; p=0,15; Figura 14).

O maior aumento na concentracdo de GH ocorre 3 dias apos aplicacao
de rbST, mantendo concentracbes elevadas até 10 dias apds aplicacao
(BURATINI et al., 2000), como as amostras foram coletadas 14 dias apos a
aplicacao do rbST, a concentragao de GH provavelmente pode ter retornado a

niveis basais.
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FIGURA 14- Concentracbes plasmaticas médias de GH e IGF-I (ng/mL) durante 10
meses em amostras colhidas 14 dias apos o tratamento com rbST (250mg; n=16) ou
solugédo salina (2,5mL; n=15) em novilhas Nelore entre 12 e 22 meses de idade.
(Média = DP).

Observou-se uma correlagédo positiva entre a concentragao plasmatica
de insulina e a concentragao plasmatica de GH (r=0,09; p=0,05), durante todo o
experimento. Sabe-se que a concentracao plasmatica de GH esta aumentada
em novilhas que consomem uma dieta com moderada-baixa energia (ganho
0,7kg/d) quando comparadas com novilhas com elevado consumo de energia
(ganho 1,2kg/d; BUSKIRK et al., 1996; CHELIKANI et al., 2009). Por outro lado
0 elevado consumo de energia aumenta a expressao de RNAm para o receptor
de GH (GHR 1A) no figado. Maiores quantidades de GHR 1A, melhoram a
capacidade do figado de responder ao GH, e aumentar a sintese e secrecao de
IGF-I, amplificando os efeitos do tratamento com rbST (RADCLIFF et al., 2004).
A expressdo de GHR 1A no figado € dependente de insulina, pois a infuséo
continua de insulina aumentou a quantidade de mRNA para GHR 1A e IGF-I no
figado de vacas leiteiras no pos parto (BUTLER et al., 2003), o que explica que
dietas com elevado aporte energético favoregam o sistema somatotrofico.
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Durante todo o experimento, ndo foi possivel identificar diferenca nas
concentragdes plasmaticas de IGF-I entre as novilhas tratadas com rbST e as
novilhas do grupo salina (154,10£108,40 vs 165,80+115,40 ng/mL; p=0,15;
Figura 13). Ha relatos de aumentos de até o dobro da concentragéo plasmatica
de IGF-I em novilhas tratadas com rbST de liberagao lenta, entre 5 e 7 dias
apos a aplicagcdo de rbST (BURATINI et al., 2000; COOKE et al., 2013) ou
aumentos constantes de IGF-I com aplicacao diaria de rbST (RADCLIFF et al.,
2004). As concentracdes plasmaticas de IGF-I estdo associadas positivamente
com a ingesta de nutrientes e com o ganho de peso (YELICH et al., 1996),
sendo assim um indicador do estatus nutricional do animal.

Neste modelo experimental utilizou-se rbST de liberagao lenta e a coleta
de amostras foi realizada 14 dias apos aplicacdo. Novilhas Angus tratadas com
250mg rbST apresentaram concentragdes plasmaticas de IGF-1 15% maiores
do que novilhas controle, 14 dias apds a aplicacédo (BUSKIRK et al., 1996). As
doses de rbST foram iguais em ambos os estudos, mas a quantidade de
rboST/kg foram menores nas Nelore (0.96mg/kg) que nas novilhas Angus
(1.67/kg). Acreditamos que isto possa explicar a auséncia de efeito do rbST
sobre as concentracdes plasmaticas de IGF-I no nosso experimento.

No grupo rbST as concentracbes de IGF-I foram positivamente
correlacionadas com o diametro do maior foliculo (r= 0,13; p=0,05). O IGF-I
modula a atividade ovariana estimulando os receptores para LH e FSH nos
foliculos (BARCELLOS et al., 2014). Animais com um plano nutricional pobre
(100% manutengdo) tém menores concentragdes plasmaticas de IGF-,
diminuindo a disponibilidade de IGF-I para os foliculos, fazendo possivelmente
que estes foliculos ndo tenham quantidades adequadas de receptores de LH
devido a menor disponibilidade de IGF-I circulantes (ROBERTS et al., 2005).

6.7 Leptina
A leptina é uma citocina circulante secretada pelos adipdcitos (ZHANG
et al.,, 1994), pelo que a EGS pode ser usado como preditor das suas

concentragdes plasmaticas (CHELIKANI et al., 2009).
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A concentracdo plasmatica de leptina foi maior nos animais do grupo
salina aos 12,71 (p=0,02), 13,41 (p= 0,01), 14,3x1 (p=0,04) e 16,211
(p=0,03) meses de idade (Figura 15) e apresentou tendéncia a ser maior aos
12,31 (p=0,10), 15,2+1 (p=0,06) e 16,7+1 (p=0,09) meses de idade. Durante o
periodo restante as concentragdes plasmaticas de leptina nos animais salina
foram numericamente maiores que as dos animais do grupo rbST em 18 das
19 dosagens, pode ser que com um numero maior de animais a diferenca seja

significativa.

Concentragao plasm atica
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FIGURA 15- Concentragao plasmatica de leptina (ng/mL) em novilhas Nelore tratadas a
cada 14 dias (entre 12 e 22 meses de idade) com rbST (250mg; n=16) ou solugéo salina
(2,5mL; n=15). A regido mais clara corresponde a época de chuvas, e
consequentemente mais oferta de forragem; a regido mais escura corresponde a época
de seca, e consequentemente menor oferta de forragem.

*Valores com diferenga estatistica (p<0.05; Média + DP).

A administragcdo de rbST altera o metabolismo intermediario, inibe a

lipogénese, ao mesmo tempo que estimula a atividade lipolitica no tecido

23
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adiposo de bovinos (HALL et al., 1994), favorece a deposi¢do de tecido
muscular (HALL et al., 1994; VESTERGAARD et al., 1993) e implica em menor
concentracao de leptina.

Quando analisados todos os animais, a concentragdo plasmatica de
IGF-I foi correlacionada positivamente com as concentragdes de leptina (r=
0,17, p<0,01) e insulina (r= 0,21, p<0,01), mas negativamente com as de
glicose (r= -0,12, p<0,01). Esta correlagcdo negativa encontrada entre as
concentracdes de IGF-I e glicose foi muito baixa, o que pode ser atribuido ao
momento da coleta da amostra ou efeito matematico da analise, ja que quando
analisado o grupo rbST separadamente, a concentragdo de IGF-I apresentou
correlagao positiva com a concentracéo de glicose (r= 0,15, p=0,01). Novilhas
com dieta de elevada energia apresentam aumento das concentracdes
plasmaticas de leptina, insulina, IGF-lI e glicose, além da diminuigdo das
concentragbes plasmaticas de GH e NEFA refletindo a elevada densidade de
nutrientes da dieta (CHELIKANI et al., 2009).

Foi possivel observar que a diferenga na concentragcao de leptina ficou
mais evidente durante os meses de chuva, onde a disponibilidade de alimento
€ maior e os animais poderiam depositar maior quantidade de gordura
subcutdnea, no entanto, devido ao efeito lipolitico do rbST e a possivel
potencializagdo do seu efeito pela elevada oferta de energia, os animais do
grupo tratado ndo apresentaram esse aumento na concentragédo plasmatica de

leptina (Figura 15).

6.8 Desempenho na primeira estagcao de monta

O tratamento prolongado com 250mg rbST a cada 14 dias entre 12 e 22
meses de idade em novilhas Nelore ndo afetou a taxa de prenhez durante a
primeira estacdo de monta em resposta a IATF ou IATF+ repasse de touro.

Os grupos rbST e salina tiveram respectivamente taxas de prenhez de
43,8% (7/16) e 46,7% (7/15) para a primeira |IATF; 44,4% (4/9) e 37,5% (3/8)
para a segunda IATF; 40,0% (2/5) e 60% (3/5) para o repasse com touro e,
81,25% (13/16) e 86,66% (13/15; p=1,00) para a estagdo de monta completa.
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O numero de servigos né&o diferiu entre os tratamentos (p=1,00; Tabela
1). Alguns autores reportam que o tratamento com rbST em novilhas pré
puberes tende a diminuir a taxa de prenhez da primeira estacdo de monta
(BUSKIRK et al., 1996). O detrimento do desempenho na primeira estagao de
monta de novilhas tratadas prolongadamente com rbST pode ser explicado
pelo efeito “diabetogenico” do rbST, que é associado frequentemente com
hiperglicemia e hiperinsulinemia (KOPCHICK; CIOFFI, 1991). Os resultados
indicam uma possivel resisténcia a insulina, mas isto ndo afetou a taxa de
prenhez a IATF, provavelmente porque a estagcdo de monta das novilhas se
iniciou trés meses depois da ultima aplicagdo de rbST, permitindo que as

concentragdes de glicose e insulina voltassem a se normalizar.

Tabela 1- Taxa de prenhez apos duas IATF e repasse com touro durante 60 dias em
novilhas Nelore tratadas a cada 14 dias (entre 12 e 22 meses de idade) com rbST
(250mg; n=16) ou solugao salina (2,5mL; n=15) durante uma estacdo de monta de 4
meses.

Taxa de Prenhez
12 IATF 22 |ATF Touro Total EM

Grupo

bST  44% (7/116) 25% (4/19) 13% (2/5)  81% (13/16)

1.
Salina  47% (7/15) 20% (3/8)  20% (3/5)  86% (13/15) 0000
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7 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos e considerando as condigdes experimentais
conclui-se que novilhas da raga Nelore tratadas com 250mg de rbST a cada 14

dias de 12 a 22 meses de idade apresentaram,:

e Apds 14 dias da administragdo, concentracées plasmaticas de GH,
IGF-I e glicose inalteradas, mas maior concentragao plasmatica de

insulina aos 20,1 meses de idade;

e menor deposi¢do de gordura subcutanea a partir dos 18 meses de
idade e consequentemente menor concentragdo plasmatica de

leptina;

e maior didmetro do maior foliculo aos 12,3 meses de idade;

¢ semelhante idade e peso a puberdade;

e Semelhante taxa de prenhez apds protocolo de IATF e repasse com

touro, na primeira estagao de monta.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

O tratamento de novilhas pré-puberes da ragca Nelore com rbST diminuiu
a deposicado de gordura subcutanea e a concentragdo plasmatica de leptina
(mais evidente na maior oferta de forragem), provavelmente aumentando a
proporcdo da massa magra em relagdo a massa gorda da carcaga; o
tratamento aumentou a concentragao plasmatica de insulina sem alterar a
concentracdo plasmatica de glicose, sugerindo uma possivel resisténcia a
insulina.

A aplicagao de 250mg de rbST nao alterou as concentragdes de glicose,
GH e/ou IGF-I 14 dias apds a sua aplicagao, no entanto, é possivel que altere
as concentracdes destes horménios em momentos diferentes.

A concentracado plasmatica de IGF-I demonstrou ter um efeito positivo
sobre o didmetro do maior foliculo. Evidenciou-se que a diminuigdo da gordura
nao atrapalhou a idade ou peso da primeira ovulagdo, nem o desempenho
durante a primeira estacdo de monta de novilhas Nelore, efeito provavelmente
compensado pelo possivel aumento nas concentracdes de IGF-I.

Sao necessarias mais pesquisas sobre o efeito do IGF-I e a densidade

energética na dieta sobre a idade e o peso a puberdade em novilhas Nelore.
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