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Resumo

MACIEL, J.P.O. EFEITO DA SOMATOTROPINA BOVINA (bST) NA
CONCENTRA(}AO HORMONAL E SUBSEQUENTE DESENVOLVIMENTO
FOLICULAR EM VACAS SINCRONIZADAS. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade
e Reproducdo de Ruminantes) — Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife,
2016.

A foliculogénese, pode ser definida pelo processo que envolve o desenvolvimento
folicular desde as etapas de ativagéo, crescimento e maturacao, sendo controlado por uma
complexa interacdo entre fatores enddcrinos, paracrinos e autdcrinos. Dentre os fatores
envolvidos nessa regulacdo da foliculogénese, pode-se destacar o hormdénio do
crescimento (GH) e o fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-I), os quais sdo
importantes reguladores das diversas etapas do desenvolvimento folicular. Foram
avaliadas 30 vacas da raca Angus, divididas aleatoriamente de acordo com a idade e 0
escore corporal. O animais foram separados em dois grupos, de 15 animais e submetidos
a um protocolo de pre-sincronizacdo seguido de um protocolo de sincronizacao 7-d CO-
Synch + CIDR. Um dos grupos recebeu uma dose de 500mg bST no d-0 do protocolo de
sincronizacdo. Amostras de sangue e ultrassonografia dos ovarios foram realizadas do d-
0 até o d-11. Variaveis de didmetro folicular, concentracdo hormonal de estrogeno,
progesterona e IGF-I, foram utilizadas como parametros de avaliacdo. O tratamento com
bST apresentou diferencas significativas para p<0,01 para IGF-I, no entanto as demais
variarias ndo sofreram influéncia significativa. Portanto a somatotropina recombinante

bovina promoveu o aumento das concentracdes de IGF-I.

Palavras-chave: Ciclo estral, Foliculo dominante, bST, IGF-I.



Abstract

MACIEL, J.P.O. EFFECT OF BOVINE SOMATOTROPIN (bST) IN HORMONE
CONCENTRATION AND SUBSEQUENT DEVELOPMENT FOLLICULAR IN
SYNCRONIZATE BEEF COWS .

Folliculogenesis, can be defined by the process involves follicular development since the activation
steps, growth and maturation being controlled by a complex interplay between endocrine factors,
paracrine and autocrine. Among the factors involved in the regulation of folliculogenesis, can
highlight the growth hormone (GH) and growth factor similar to insulin (IGF-I), which are
important regulators of the various stages of follicular development. They included 30 cows of
Angus randomly divided according to age and body condition score. The animals were separated
into two groups of 15 animals and subjected to a pre-synchronization protocol followed by a
synchronization protocol 7d CO-Synch + CIDR. One group received a dose of 500mg bST d-0 of
the synchronization protocol. Blood samples and ultrasound ovaries were performed d-d-0 to 11.
Follicular diameter of variables, hormone concentration of estrogen, progesterone and IGF-I were
used as evaluation criteria. Treatment with bST presented significant differences p< 0.01 for IGF-I,
however other varidrias not suffered significant influence. In sumary the bovine somatotropin

increase the concentration of IGF-I.

Key words: Estrous cycle, Dominant follicle, bST, IGF-I.
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1- Introducéo

A reproducdo é reconhecida como um dos mais importantes fatores relacionados a
rentabilidade da pecuaria bovina. O nivel de produtividade de um rebanho esta associado
e é dependente de fatores nutricionais, sanitarios, genéticos e de manejo adequado
(Aleixo, 2005). O horménio do crescimento (GH), também conhecido como
somatotropina bovina (bST), é um hormdnio protéico oriundo da hipéfise, que controla
diversos aspectos do crescimento dos animais e metabolismo dos nutrientes. Além de
suas diversas acdes em crescimento e nutricdo animal, o GH também afeta a funcéo
reprodutiva dos animais (Etherton e Bauman, 1998; Bauman, 1992), pela presenca de
receptores em diversos tecidos reprodutivos por exemplo, no hipotalamo, hipéfise, corpo
luteo, foliculo ovariano, oviduto, endométrio, miométrio e placenta (Perks et al., 1995;
Kirby et al., 1996; Lucy et al., 1998).

O GH atua nos receptores de membrana do figado para estimular e sintetizar a
producdo do fator de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-I), regulando o
desenvolvimento folicular, maturacdo do ovdcito, desenvolvimento embrionario precoce,
fungdo do corpo luteo (Harvey e Hull, 2001). O GH e o IGF-I exercem uma fungéo
reprodutiva importante na modulacéo da esteroidogénese, gametogénese e diferenciacao
gonadal, assim como, na secre¢do de gonadotrofina (Harvey e Hull, 2014) e na sua fungéo
mamaria e placentaria (Magalhées et al., 2012). Embora estas ac¢bes possam refletir
funcdes endocrinas do GH hipofisario, podem também refletir acdes autdcrinas ou
paracrinas oriundas do GH produzido em tecidos reprodutivos (Harvey e Hull, 2014).

O GH ¢ também produzido na glandula mamaria, placenta, ovario e oviduto,
podendo atuar diretamente ou através da funcdo reprodutiva do IGF-1. O GH hipofisério
e 0 IGF-I hepético atuam estimulando a producdo de GH mamario, do ovario, do Utero e
podem estar envolvidos na manutencdo da funcdo ovariana ao passo que o GH do ovario

pode ser envolvido em modulacdo da funcdo ovariana (Harvey e Hull, 2001).

Com o advento da biotecnologia de DNA recombinante, tornou-se possivel
colocar o gene de bST em bactérias E. coli e induzir estas bactérias para produzir grandes
quantidades da horménio. No inicio dos anos 1980, foi demonstrado que o bST, obtido
por processos de DNA recombinante num laboratorio e administrada a vacas, poderia
aumentar a sua producdo de leite. Em Novembro de 1993 o Food and Drug

Administration (FDA) tornou viavel o uso comercial do bST recombinante (rBST). O



objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia e o efeito do bST na producéo hormonal e

no desenvolvimento do foliculo dominante, durante a sincronizagéo do estro.

2- Revisdo de Literatura

A pecuaria brasileira destaca-se no cenario mundial como segundo maior pais
dono do maior rebanho efetivo do mundo, com mais de 200 milhdes de cabecas, além
disso, estd entre os cinco principais paises responsaveis pelas exportagcdes. O rebanho
bovino brasileiro proporciona o desenvolvimento de dois segmentos lucrativos, as cadeias
produtivas da carne e leite, cujo valor bruto da producdo dos segmentos é estimado em
cerca de R$ 67 bilhdes, aliado a presenca da atividade em todos os estados brasileiros,
evidenciam a importancia econémica e social da bovinocultura em nosso pais. Para que
o0 Brasil atendesse as exigéncias do mercado internacional foi preciso investimento em
capacitacdo profissional, desenvolvimento de politicas para acompanhamento do animal
até o momento do abate, controle sanitéario, investimento em tecnologias, assim como na
reproducdo animal que constitui um dos fatores de maior importancia afetando

diretamente a eficiéncia e a rentabilidade dos sistemas produtivos (MAPA, 2015).

Ciclo Estral

O periodo de intervalo entre dois estros € chamado de ciclo estral. O ciclo estral
da vaca dura 21 dias, podendo variar entre 17 a 24, em condi¢6es de auséncia de prenhés.
O ciclo estral pode ser dividido em quatro fases: proestro, estro, que correspondem a fase
folicular, e 0 metaestro e diestro, correspondentes a fase luteal (Hansel and Echtemkamp,
1972).

Fase folicular

A fase folicular é caracterizada pelo crescimento do foliculo dominante e
preparacdo para ovulacdo. O proestro € o periodo que precede o estro, onde a vaca
apresenta caracteristicas de excitacdo, se preparando para o acasalamento, montando em
outras fémeas, porém ela ainda ndo permite a monta, esse periodo duraem tornode 3a 4
dias (Aali, 2003). O estro é o periodo de desejo sexual, onde a vaca esta pronta para o
acasalamento, permitindo a copula, esse periodo dura aproximadamente 15 a 26 horas
(Gomes, 1978).



Fase Luteal

A fase luteal é o periodo que sucede a ovulacdo e finaliza com o processo de
lutedlise, com a duracdo de aproximadamente 17 dias (Risley, 2009). Existem trés
estagios diferentes para o desenvolvimento luteal: corpo hemorragico (CH), corpo luteo
(CL), corpo albicans (CA). O CH ¢ a estrutura que se desenvolve durante o primeiro dia,
apos o estro, em vacas, ele dura aproximadamente até o quinto dia 5 do ciclo e ndo €
responsivo a prostaglandina 2a (PGF»,) (Louis et al., 1973). Apds a fase de CH, existe a
formacéo do CL, sendo uma fonte importante de producéo de progesterona (P4), se houver
a concepcéo, o CL continua a producéo de P4 para manutengéo da gestacdo. Em casos de
auséncia da concepcdo a prostaglandina produzida no Gtero sera liberada para lise do CL,
formagdo do CA, e inicio de um novo ciclo (Schallenberger et al., 1984).

Endocrinologia da reproducéo

O eixo hipotalamo-hipofise-ovario e os horménios produzidos em cada nivel do
eixo sdo responsaveis pelas mudancas morfoldgicas, assim como as alteracdes
comportamentais, as quais ocorrem durante o ciclo estral, atraves de mecanismos

regulatérios de feedback negativo e positivo (Aali, 2003).

O homénio liberador de gonadotrofinas (GnRH) é responsavel pela secrecdo do
horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH), o GnRH é produzido
pelos neurdnios do hipotalamo e liberado atraves dos vasos portais hipotdlamo-hipofise,
sendo drenado para a adenohipofise, onde se liga aos seus receptores gonadotréficos,
responsaveis pela secrecdo de FSH e LH (Thatcher et al., 1993).

A secrecdo e funcdo do GnRH é regulada pela hipéfise, P4 e estrégeno (E2) do
ovario e por seus proprios receptores por uma forma de auto-regulacdo (Gregg et al.,
1990;. Ortmanns et al., 1995). A concentracdo de GnRH comeca a aumentar no proestro,
atinge um pico no estro, diminui no final do metaestro, e atinge o nivel basal durante o
diestro (Sorensen, 1979).

Em resposta a onda pulsatil de GnRH, gonadotrofos secretam FSH e LH
resultando na estimulagdo da esteroidogenese no ovério (Hillier et al., 1995). O FSH é
responsavel pelo crescimento folicular e producéo de Ez, nos ovarios, através da ligagcdo
dos seus receptores nas células da granulosa (Fortune et al., 1988). Isso indica que fatores
como inibinas, folistatina além de E> regulam a secre¢do de FSH (Roche et al., 1998).



Aumentos significativos em LH ocorrem no momento em que as concentragdes
de P4 declinam abaixo de 1 ng/ml no final do ciclo estral atingindo pico no inicio do estro
(Hansel e Echtemkamp, 1972). Receptores de LH estéo localizados nas células da teca do
foliculo, onde depois da ligacdo aos seus receptores, 0 LH estimula a producdo de
androgenos (Fortune e Quirk, 1988). O estradiol é secretado a partir do aumento do
foliculo dominante (FD) durante o proestro. O FD secreta E> durante o proestro em
quantidades suficientes para estimular o hipotdlamo a aumentar a freqiiéncia e a
amplitude de GnRH (Hansel e Echtemkamp, 1972). Isto, por sua vez, resulta num
aumento da frequéncia e amplitude do LH e Pulsos de FSH, que sdo responsaveis pela

maturacéo folicular e aumento de E> (Walters e Schallenberger, 1984).

Quando o foliculo atinge 8 ou 9 mm de didmetro (cerca do tempo de seleccdo FD),
Receptores de LH comecam a localizar-se nas células da granulosa (Xu et al., 1995;.. Beg
etal, 2001). O pico de LH duraentre 8 e 10 horas (Hansel e Echtemkamp, 1972;. Chenault
et al., 1975) e ocorre a ovulagdo 25-30 horas depois do pico pré-ovulatério de LH
(Henricks et al., 1970). A concentragdo plasmatica de LH aumenta no momento da
seleccdo do FD durante as ondas foliculares do ciclo estral (Ireland et al., 2000). O LH
esta envolvido na producéo de E> em conjunto com o FSH, responsavel pela maturagéo

do odcito, rompimento da parede do foliculo e ovulagdo do odcito.

A progesterona atua com mecanismo de feedback na hipofise e hipotalamo e afeta
negativamente a frequéncia e concentracdo de LH. PGF,, uterina € o principal fator
responsavel pela regressdo luteal e cessacdo da producdo de P4 (Knickerbocker et al.,
1988). Em vacas com auséncia de prenhés, a regressao do CL ocorre entre os dias 16 e
19 do ciclo estral (Ginther et al., 1989.; King, 1993).

Desenvolvimento folicular

No desenvolvimento folicular, geralmente observam-se, duas ou trés ondas
durante o ciclo estral. Cada onda de desenvolvimento folicular é dividido em trés fases:

recrutamento, selecdo e dominancia (Savio et al., 1988).



Desenvolvimento folicular inicial

O crescimento folicular refere-se ao desenvolvimento de um foliculo ovariano a
partir do primordial a fase pré-antral (McNatty et al., 1999). Rajakoski (1960) demonstrou
que, dentro de um ciclo estral, 50 a 400 foliculos deixam o conjunto de foliculos
primordiais e passam a desenvolver as fases iniciais antrais. No entanto, a maioria destes
foliculos sdo submetidos a atresia. O desenvolvimento inicial de foliculos primordiais é
independente de gonadotrofinas, pois os receptores de FSH ndo sdo expressos em
foliculos primordiais (Gong et al., 1996; Braw-Tal e Yossefi, 1997). Esta observacédo
indica que a iniciacdo do crescimento folicular envolve fatores paracrinos e autocrinos,

em vez de enddcrinas (McNatty et al., 1999).

Recrutamento folicular

Apds a ovulacdo, um grupo de trés a seis foliculos comecam a crescer mais do que
5 mm de didmetro. Isto é definido como fase de recrutamento de uma onda folicular
(Fortune, 1994). O inicio do recrutamento folicular é associado a aumentos das
concentracdes de FSH circulante (Adams et al., 1992). Os foliculos ndo se desenvolvem
além de 4 mm de diametro em vacas com concentraces de FSH diminuida (Gong et al.,
1996). Assim, o desenvolvimento para aléem de 4 mm de didmetro é considerado
gonadotrofina dependentes. Outros fatores podem também desempenhar um papel
durante a fase de recrutamento. Os foliculos adquirem recursos esteroidogénicos durante
a fase de recrutamento, apds o surgimento das células da granulosa, tornando-se capazes
de produzir quantidades significativas de estradiol. (Webb et al., 1999). O fator de
crescimento semelhante a insulina - | (IGF-1), apresenta receptores presentes nos foliculos
dos ovarios (lzadyar et al., 1997; Kolle et al., 1998; Spicer e Echternkamp, 1994). Os
estudos in vitro mostraram que o IGF-I atuou sinergicamente com LH e FSH para

estimular a proliferagéo de células da granulosa de bovino cultivadas (Gong et al., 1993).

Selecao folicular

Vaérios foliculos em crescimento dentro de uma onda tém o potencial para se
diferenciarem em um foliculo dominante. O processo de seleccéo do foliculo dominante

em bovinos ocorre entre 36 e 48 h apos o inicio da onda folicular (Bao et al., 1997).



Quando um foliculo € escolhido ao acaso, enquanto outros foliculos de tamanho
semelhante sofrem ablacéo, o foliculo retido desenvolve as caracteristicas de um foliculo
dominante (Gibbons et al., 1997). O desvio folicular aparentemente envolve uma redugéo
nas concentragdes sistémicas de FSH abaixo das concentra¢des requeridas pelos foliculos
menores (Ginther et al., 2000). Os foliculos em processo de selecdo desenvolvem
capacidade de supressdo de FSH (Gibbons et al., 1999), a medida que ocorre producéo de
estrogeno, assim como de inibina (Ginther et al., 2000; Martin et al., 1991). A selecdo de
um foliculo dominante est& associada com a iniciacdo da expresséo de receptores de LH
(Baoetal., 1997; Xu et al., 1995). No entanto, a divergéncia do foliculo dominante ocorre
quando as concentracdes circulantes de FSH, que decrescem depois do recrutamento
(Webb et al., 1999). Assim, o foliculo com a maior concentragdo de estradiol durante o
recrutamento sera o primeiro foliculo para desenvolver receptores de LH nas células da
granulosa e, por conseguinte, capacitando a sobrevivencia a concentra¢fes decrescentes
de FSH (Ginther et al., 1997, Kulick et al., 1999).

Dominancia folicular

O periodo de dominéancia é caracterizado pela presenca de um foliculo grande (>
10 mm de diametro) que suprime o desenvolvimento de foliculos mais pequenos. Através
da influéncia da inibina, diminuindo assim as concentracfes circulantes de FSH e
evitando a continuagéo do crescimento folicular (Padmanabhan et al., 1984; Ginther et
al., 2000). No entanto, as baixas concentra¢fes de FSH sdo ainda necessarios para o
crescimento continuado de o foliculo dominante (Ginther et al., 2000). As células da
granulosa de foliculos dominantes expressam niveis elevados de RNAm de aromatase,
permitindo a conversao de grandes quantidades de androgénos produzidos pelas células
da teca em estradiol (Xu et al, 1995; Bao et al., 1997).

O aumento da capacidade esteroidogénica de foliculos dominantes é de suma
importancia para a sua persisténcia. Tal aumento da capacidade esteroidogénica esta
associado com a secre¢do pulsatil de LH (Webb et al., 1999). No entanto, se a frequéncia
dos pulsos de LH for demasiadamente baixa, como ocorre durante o diestro, 0
crescimento do foliculo dominante é prejudicado. O IGF-1 sensibiliza o foliculo
dominante para os efeitos do LH e aumenta sua capacidade esteroidogénica, assim como
estimula as células da granulosa bovina a exercer sua funcéo esteroidogénica (Gong et

al., 1991; Spicer et al., 1993). Em células da teca bovina, o IGF-1 aumenta o nimero de



sitios de ligacdo de LH e aumenta a producéo induzida pelo LH de androsterona in vitro,
aumentando assim a producdo de substrato para a conversdo subsequente para o estradiol

nas granulosa células (Stewart et al., 1996).

Sincronizagéo do estro

A reproducdo animal constitui um dos elementos de maior relevancia que afetam
diretamente a eficiéncia e a rentabilidade dos sistemas produtivos. A eficiéncia da
reprodutiva em ruminantes depende de varios fatores, entre eles, o estado sanitario,
nutricional, fisiologico e o desenvolvimento normal do ciclo estral, tornando a fémea apta
a ovular e manter o desenvolvimento embrionério até 0 momento da pari¢do. Assim, a
eficacia dos métodos reprodutivos é uma decorréncia do percentual de fémeas em estro e
a taxa de fecundacdo em sistemas de sincronizacdo e inseminacdo. No entanto, a
eficiéncia reprodutiva ainda deixa a desejar. Como exemplo classico, sabe-se que o
intervalo de partos em uma fémea bovina é de 12 meses, mas tem sido relatada uma
variacdo de 14 a 21 meses fazendo com que o sistema produtivo tenha sua rentabilidade

comprometida (Neves et al., 2010).

Somatotropina bovina

A somatotropina bovina (bST) ou horménio do crescimento (GH) é um hormonio
protéico, oriundo da hipofise, e transportado através do sangue, influenciando o
desempenho metabolico e fisiologico de diversos 6rgaos do corpo (Lucy, 2000; Kozicki
et al., 2005). A somatotropina foi descoberta a mais de 70 anos, através de experimentos,
onde foram injectados extrato da pituitaria de bovinos, para aumento da producao leiteira.
Este fator extrato foi chamado somatotropina a partir da derivacao grega que significa "o
crescimento do tecido” (Asimov and Krouze, 1937).

Através da descoberta da tecnologia do DNA recombinante, tornou-se possivel a
producéo de bST, mas apenas a partir de 1994 a empresa Monsanto iniciou a producéo e
comercializagdo do bST como Posilac® (Santos, 1997).

Sendo a somatotropina, um horménio de importancia fundamental no
desenvolvimento do organismo, varios estudos vem sendo desenvolvidos objetivando
esclarecer duvidas ainda existentes sobre o papel do horménio do crescimento, asism

como sua influéncia sobre o IGF-I.
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EFEITO DA ADMINISTRACAO DA SOMATOTROPINA BOVINA (bST)
DURANTE A SINCRONIZACAO DA OVULACAO, NA CONCENTRACAO
HORMONAL E SUBSEQUENTE DESENVOLVIMENTO FOLICULAR

Introducéo

O processo de foliculogénese pode ser definido como o desenvolvimento folicular
desde o estagio primordial até o estagio pré-ovulatorio, sendo controlado por elementos
enddcrinos, paracrinos e autocrinos. Os fatores de crescimento sdo sistemas complexos
que desempenham papel regulatério e modulatorio sobre as fungbes ovariana e uterina,
resultando em efeitos troficos sobre o endométrio e o embrido, assim como sobre 0

crescimento e regeneracdo tecidual (Jennische et al., 1992).

O destino de um foliculo, portanto, depende do equilibrio entre os fatores
estimulatdrios e inibitorios no ovario. Os fatores estimulantes sdo responsaveis pela
sobrevivéncia e pelo desenvolvimento folicular, enquanto os inibitérios sdo aqueles
responsaveis pela atresia (Magalhaes et al., 2012). Dentre os fatores envolvidos nessa
regulacdo da foliculogénese, pode-se destacar a acdo do eixo somatotrdpico, tido como
componente fundamental para a diferenciacdo de diversas células e tecidos, sendo
formado pelo horménio do crescimento (GH) o receptor de GH, o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), as proteinas carreadoras de IGF, e os receptores de IGF
(Radcliff et al., 2004).

O GH (horménio do crescimento ou somatotropina) é um hormoénio somatotrofico
secretado pelo lobo anterior da hipofise na circulacdo, o qual se liga a receptores nos
tecidos alvo, induzindo a proliferacdo e diferenciacdo celular (Herrington e Carter-Su,
2001). A sinalizacdo intracelular apés a ativacao de receptores de GH induz uma vasta
gama de respostas celulares, incluindo a sintese e secrecdo de IGF-1 (Lucy, 2000). Os
IGFs (IGF-1 e IGF-1I) podem ser produzidos na maioria dos 6rgdos e tecidos do
organismo, porém por ndo existir um 6rgdo de armazenamento, a secrecdo destes fatores
ocorre a medida que eles sdo produzidos (Yakar et al., 2002). No ovario, o IGF-I possui
sua origem nas células da granulosa e tem como principal funcdo estimular o
desenvolvimento folicular nas fases pré-antral e antral (Armstrong e Benoit, 1996). O
utero bovino, assim como o embrido/ concepto tém receptores para GH e IGF-1 que
permitem a acdo enddcrina, paracrina e autocrina de ambos os hormonios durante o

estabelecimento da gravidez (Lucy, 2000).



Com o surgimento da biotecnologia de DNA recombinante, tornou-se possivel a
producdo em larga escala de bST e desde entdo, a utilizacdo de bST exdgena tem sido
amplamente utilizada tanto com a finalidade de aumentar a producéo leiteira quanto para
produzir melhores indices reprodutivos (Santos et al., 2001). O objetivo desse trabalho
foi avaliar a influéncia e o efeito do bST na producdo hormonal e no desenvolvimento do

foliculo dominante, durante a sincronizacao do estro.

Material e métodos

Animal e Tratamento

O experimento foi desenvolvido na North Florida Research and Education Center
em Marianna, Fl6rida. Foram utilizadas 30 vacas multiparas da raca Brangus, submetidas
a um protocolo de pré-sincroniacédo do estro e sincronizagdo 7-d CO-Synch + CIDR . Na
pré-sincronizacéo, as vacas receberam uma injecdo de 100mg de GnRH (2mL Ovacyst™:
Bayerl) e insercdo do CIDR (1,389 P4; Pfizer) [d -17] com uma injecdo de 25mg de PGF2,
(5mL Prostamate ™: Bayer) e retirada do CIDR [d -10], seguido de uma inje¢éo de 100mg
de GnRH [d -8] 48 h apds a retirada do CIDR (figura 1).

Control
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Figura 1. Cronograma experimental.

Na sincronizagéo as vacas receberam 100mg de GnRH (2mL Ovacyst™: Bayerl),
inser¢do do CIDR (1,38g Pa; Pfizer), no grupo tratamento foi realizado a aplicagdo de
500mg bST (Posilac, Elanco Animal Health) [d 0], com uma injec&o de 25mg de PGF2,
(5mL Prostamate™; Bayer) e retirada do CIDR [d 7].



As vacas foram selecionadas aleatoriamente por idade e escore corporal (BCS),
divididos em dois grupos, controle (CTL, n=15) e tratamento (bST, n=15) designadas
para receber o tratamento de uma injecdo de 500 mg de rbST por via subcuténea na area
da fossa isquial. BCS individuais (escala de 1 a 9; Whitman, 1975) foram atribuidos em

d -17 no inicio da pré-sincronizacao de estro.

Ultrassonografia e Mensuracao

A avaliacdo do desenvolvimento e dominancia folicular foi determinada por
ultrassonografia transretal nos dias d (0, 3, 5 e 7) e 48 horas até 96 horas, apds 0 d 7, com

repeticdes a cada 6 horas (Figura 2). As imagens foram obitidas através do ultrassom

Figura 2. Imagens ultrassonogrdfica do desenvolvimento folicular. DO(A), D3(B), D5(C), D7(D), D9-(E), D11-(F).

portéatil Ibex equipado com um transdutor multi-frequéncia linear de 5 MHz (EI Medical
Imaging). Foi desenvolvido um mapa do ovério onde simultaneamente a cada imagem
ultrassonografica, as imagens eram desenhadas correspondentes a cada dia de avaliagdo
(Anexo 1). Para a avaliacdo do diametro folicular, as imagens foram mensuradas duas
vezes, através do ultrassom, onde foi calculado a média entre as duas medicdes.



Coleta de sangue e Analise

Amostras de sangue de cada vaca foram coletadas da veia jugular em tubos de
10mL, contendo 143 Ul de heparinaNa (d 0, 3,5, 7,7.1, 9, 9.5, 10, 10.5, 11; Vacutainer,
Becton Dickinson Inc., Franklin Lakes, NJ). As amostras de sangue foram imediatamente
colocadas em gelo, e depois centrifugou-se a 1500 xg, a 4 ° C durante 15 min. O plasma
foi transferido para frascos de polipropileno e armazenado a -20 ° C. As concentragdes
de IGF-1, P4, E> total foram determinadas pelo sistema de imunoensaio (IMMULITE

1000, Siemens, Munique, Alemanha).

Analise estatistica

As vacas foram selecionadas por idade, BCS e distribuidas aleatoriamente aos
tratamentos. Todos os dados foram analisados como um delineamento em blocos
casualizados com o pacote estatistico SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC) tendo como unidade
experimental o animal. As diferencas de tratamento com P < 0,01 foram considerados

significativos.

Resultados e Discussao

Das 30 vacas selicionadas para o estudo, apenas 23 foram escolhidas para dar
continuidade ao experimento, os 7 animais excluidos tiveram problemas de
sincronizacdo, impossibilitando a continuidade no experimento. A média do escore
corporal dos animais avaliados foi de 6,11 + 0,63 e 6,02 + 0,68, para 0s animais do grupo
controle e tratamento, respectivamente, ndo apresentando diferengas significativas de 1%.

Os parametros selecionados para andlise do estudo foram avaliacdo da dindmica
folicular e dos horménios progesterona, estrogeno, fator de crescimento semelhante a
insulina — I. Para progesterona, estrogeno e diametro folicular, ndo foi possivel observar
diferenga significativas para P < 0,01 (tabela 1). Com relagdo a IGF-1 observou-se

diferenga estatistica entre os tratamentos.



Tabela 1. Avaliacao hormonal de vacas submetidas ou ndo a aplicacdo de somatotropina

recombinante bovina

bST CTL
Progesterona ng/mi 46701+ 0,41 4,584 + 0,41
Estrdégeno pg/ml 90,5598 * 8,63 96,494 + 8,62
Diametro folicular 10,15+ 0,59 10,73 £ 0,65
(mm)
IGF-1 ng/ml 72,9737 + 8,72% 119,34 + 8,72°

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha indicam valores diferentes pelo teste
t-Student (P<0,01).

Receptores para GH foram detectados em maior quantidade no CL bovino (Lucy
etal., 1993b; Lucy et al., 1995a) do que outros tecidos reprodutivos examinados tal como
0 ovario sem tecido luteo, oviduto e endomeétrio (Kirby et al., 1995). Chase et al. (1998)
estudaram o desenvolvimento do CL em gado com deficiéncia do receptor de hormonio
de crescimento, onde se observou a diminuigdo do tamanho do CL e das concentragdes
de progesterona no plasma em comparagdo com as vacas normais. Os autores concluiram
que GH e/ou IGF-1 sdo necessarios para a formacdo e desempenho das fungdes nomais
do CL. Além disso, um efeito estimulador da GH sobre a sintese de progesterona foi
demonstrada em células da granulosa luteinizadas (Wathes et al., 1995).

Os efeitos do tratamento do bST sobre a formagéo e desenvolvimento CL néo
foram completamente elucidados. Muito embora ndo tenha sido possivel observar
diferenca signiticativa para os valores de concentracdo plasmatica de progesterona
(graficol), assim como outros autores (Dalton e Marcinkowski, 1994; De la Sota et al.,
1993;. Gong et al., 1993a;. Kirby et al., 1997b;. Lucy et al., 1993a;.. Lucy et al., 1994a),
divergindo de alguns autores que observaram uma associagdo positiva, em vacas tratadas
com bST, entre o aumento do peso do CL e as concentragdes de progesterona no plasma
(Gallo e Block, 1991; Lucy et al., 1994b;. Lucy et al., 1995b).



12

10 -

Progesterone (ng/mL)
[e)}

—e— CTL
4 -=#=-bST
2 -
0
0 3 5 7 7.1 9 11
Day

Gréfico 1. Concentracdo homonal de progesterona.

Dados relativos ao valor médio do diametro do foliculo dominante (Tabela 1) e
concentracdo plasmatica de estrogeno (grafico 2), ndo evidenciaram diferecas
significativa, assim como Aleixo et al. (2005), Kozicki et al., (2005), Buratini et al.,
(2000), Gong et al., (1997), Starbuck, Inskeep, Dailey (2005), Kirby, Wilson, Lucy
(1997), Kassa et al., (2002), muito embora Flores et al. (2014) obtiveram um maior
diametro folicular de vacas em anestro tratadas com bST, assim como sua associa¢do com

0 FSH aumentou o didametro folicular (Ramos et al. 2007).
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Gréfico 2. Concentracado hormonal de estrogeno.



A estimulacdo do bST, tem revelado aumentos do GH e do IGF-1 sugerindo a
participacdo dessas substancias sobre o estimulo do desenvolvimento folicular e atuando
como fator de crescimento intra-ovariano (Kuehner et al., 1993; Gong et al.,1996; Bevers
et al., 1997; Kirby et al., 1997; Cushman et al., 2001; Gluckmann et al., 1987; Peel e
Bauman, 1987; Lucy et al. (1993), Gong et al. (1997), kirby et al. (1997).

De acordo com Kirby et al. (1997), ap0s a utilizacdo de bST durante 16 dias, foi
observado um aumento nas concentracdes de IGF, muito embora a expressdo IGF ovario
n&o foi alterada. Indicando que o IGF sistémico exerce papel importante na manutencao
do crescimento de foliculos antrais de IGF produzido localmente. Estudos de Gong et al.
(1997) e Joyce et al. (2000) observaram aumento nos foliculos 5 e 9 mm, levando a
considerar que a utilizacdo de bST influencia o desenvolvimento do foliculo antral,
mediado através de aumentos da concentracdo de IGF e/ou insulina. Estes resultados
levaram os autores a concluir que o IGF ndo € necessario para o desenvolvimento folicular
pré-antral, mas se fazem necessarios para o crescimento de foliculos antrais para tamanho
ovulatorio (Cushman et al. 2001; Lucy et al., 2000).

De acordo com o que foi avaliado nesse experimento, o tratamento com bST
promoveu o0 aumento da concentracdo plasmatica de IGF-1 (gréafico 3), assim como dados
observados nos estudos de Buratini et al. (2000), Herrler et al. (1994), Roth et al., (2002).
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Gréfico 3. Concentracdo hormonal de Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-
1).

Existe a associacdo entre a aplicacdo de bST, o aumento na concentracdo de GH,
IGF-I e insulina no sangue e, conseqientemente, o incremento na populagédo folicular

(Gong; Bramley; Webb, 1993). Gong et al. (1997) relatam que a administracdo de



diferentes doses de bST em novilhas resultam em aumento das concentracdes de GH, no
entanto somente altas doses de bST foram associadas ao incremento das concentragdes
de IGF-I e insulina. Os autores observaram alteragfes na populacgao folicular quando os
animais apresentaram aumento nas concentragdes de IGF-I e ndo quando apenas houve
aumento do GH. Receptores de somatotropina e IGF-1 tém sido encontrados em odécitos
bovinos imaturos e nas células da granulosa e do cumulus (Spicer et al., 1994; Spicer e
Stewart, 1996; lzadyar et al., 1997; Kolle et al., 1998; Yoshida et al., 1998; Lonergan et
al., 2000), podendo resultar em aumento da eficiéncia do desenvolvimento embrionario
in vitro (Roth et al., 2002).



Concluséao

Frente aos resultados obtidos, o bST, quando aplicado em vacas, ndo exerceu
influéncia nas concentracbes homonais de progesterona e estrdgeno, nem tdo pouco

influenciou o diametro folicular, porém foi observado o aumento das concentracdes de
IGF-1.
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