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RESUMO

GOMES, Guilherme de Souza. Influéncia da somatotropina bovina
recombinante (rbST) sobre o ganho de peso e desenvolvimento
testicular de novilhos de corte. Lavras: UFLA, 2001. 52p.

(Dissertagio — Mestrado em Zootecnia)'.

Esta pesquisa teve como objetivo testar o efeito da aplicagéio de
bST sobre o ganho de peso e desenvolvimento testicular de novilhos de
corte, num sistema de suplementagdo a4 pasto. Foram utilizados 54
novilhos meio sangue Nelore x Simental, divididos em 3 grupos: 0
(n=18), 250 (n=18) e 500mg de ST (n=18). O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos casualizados e foram analisadas as
seguintes variaveis: peso final, ganho de peso, ganho de peso diério,
circunferéncia escrotal, comprimento, largura e espessura testiculares,
populagdes celulares dos tiibulos seminiferos e didgmetro dos tibulos e
caracteristicas fisicas e morfologicas do sémen. Observou-se efeito
significativo dos tratamentos sobre o ganho de peso total (P<0,0055) e
sobre o ganho de peso diario (P<0,0054). Ndo foi observado efeito
significativo sobre o peso corporal final, comprimento, largura e
espessura testiculares. Houve efeito significativo (P<0,05) sobre a
circunferéncia escrotal, porém, as caracteristicas fisicas e morfologicas do
sémen nio foram afetadas. Ndo foi observado efeito significativo das
dosagens hormonais sobre as relagSes entre o nimero de células
germinativas ¢ o nimero de células de Sertoli € no diametro tubular,
entretanto, encontrou-se diferenga significativa (P<0,0114) para a altura
do epitélio, no contraste entre o grupo controle e o grupo tratado, o qual
apresentou resultados superiores. Concluiu-se que a aplicagio do rbST
exerceu efeito positivo sobre o ganho de peso e circunferéncia escrotal de
modo dose-dependente e que 0 mesmo nio ocorreu para as caracteristicas

'Comité Orientador: Ivo Francisco Andrade - UFLA (Orientador); José Camisdo

de Souza - UFLA; Carlos Alberto Pereira Rezende — UFLA; Jodo Bosco
Barreto Filho — UFLA.



seminais estudadas. Notou-se, na analise histométrica, que o rbST tem
influéncia sobre as células germinativas e que a altura do epitélio
aumentou no grupo tratado com 250mg de rbST.



ABSTRACT

GOMES, Guilherme de Souza. Influence of recombinant bovine
somatotropin (rbST) on weight gain and testicular development
of beef calves, Lavras: UFLA, 2001. 52p. (Dissertation — Master in
Animal Science)'.

The objective of this research work was to test the effect of the
application of tbST on the weigth gain and testicular development of beef
calves in a system of pasture supplementation. 54 Nelore x Simmental
half-bred calves divided into three groups : 0 (n=18) , 250 (n=18) and
500 mg of bST (n= 18) were utilized. The experimental design utilized
was that of randomized blocks and the following variables were analyzed:
final weight, weight gain, daily weight gain, scrotal circumference,
testicular length, width and thickness, cell populations of the seminiferous
tubules and diameter of the tubules and physical and morphological
characteristics of the semen. A significant effect of the treatments on
total weight gain (P<0.0055) and on daily weight gain (P<0.0054) was
found. No significant effect on final body weight, testicular length , width
and thickness was observed. There were significant effects (P<0.05) on
scrotal circumference, but , the physical and morphological characteristics
of the semen were not affected. No significant effect of the hormonal
dosages on the ratios between the number of germinative cells and the
number of Sertoli cells and on the tubular diameter, however, a
significant difference (P<0.011) was found for epithelium height, in the
contrast between the control group and the treated group with the latter
presenting superior results. It follows that the application of rbST exerted
a positive effect on weight gain and scrotal circumference in a dose-
dependant manner and that the same did not occur for the seminal

'Guindance Committee: Ivo Francisco Andrade - UFLA (Adviser); José
Camis#io de Souza — UFLA; Carlos Alberto Pereira Rezende — UFLA; Jodo
Bosco Bosco Barreto Filho - UFLA



characteristics investigated. It was found in the histometrical analysis that
rbST has influence on germinative cells and that epithelium height
increased in the group treated with 250 mg of tbST.



1) INTRODUCAO

No Brasil Central ocorre queda acentuada na disponibilidade de
forragem no periodo de seca. Além da menor oferta de alimento na pastagem, o
animal dispde de forrageira pobre em proteina, com maior teor de fibra bruta,
altamente lignificada. Como consequéncia desse fato, os animais consomem
menos matéria seca do que em épocas mais favoraveis e o que ingerem é de
qualidade insatisfatoria, resultando invariavelmente em perda de peso, devido ao
déficit energético, protéico, mineral e vitaminico. Desse modo, em sistemas de
produgdo de gado de corte, baseados exclusivamente em pastagens, tende a
existir pericdos de bom estado nutricional e ganho de peso, durante a estagio
chuvosa e periodos de ma nutrigdo e perda de peso, durante a estagdo seca do
ano. Neste contexto, a suplementagdo a pasto tem se mostrado uma alternativa
economicamente viavel para melhorar 0 desempenho do rebanho.

A taxa de crescimento dos bovinos de corte sofre a influéncia de
inuimeros fatores, tais como o tamanho corporal na maturidade, composicéo
corporal, utilizagdo dos nutrientes para a formagio dos diversos tecidos, além
dos fatores fisiologicos intrinsecos ¢ de um grande numero de técnicas e
produtos utilizados para melhorar o desempenho produtivo (Schmidt-
Hebbel, 1997). Assim sendo, reveste-se de fundamental importincia para a
pecuaria de corte, o conhecimento dos eventos bioldgicos envolvidos no
processo de crescimento, bem como a avaliag@io da eficacia e dos mecanismos
de acdo de substancias utilizadas como promotores de crescimento.

A partir da década de 70 houve grande interesse em se manipular a
estrutura somatotropica para aumentar a produtividade em ruminantes e, com
isso, no inicio da década de 80, através da técnica do DNA recombinante, a
somatotropina bovina foi obtida em laboratério a partir de culturas de



Escherichia coli. Assim, este horménio pode agora ser produzido por
biotecnologia, tomando vidvel sua utilizagio comercial.

Embora haja variagdo considerdvel entre individuos de um mesmo
rebanho, os animais geralmente apresentam resposta positiva ao tratamento com
hormonio de crescimento. Esta grande variagio se deve a uma série de fatores
tais como: dose aplicada, modo de administra¢io e qualidade da dieta, dentre
outros. Vale ressaltar que rebanhos tratados com horménio de crescimento
devem possuir bom manejo nutricional e sanitario para obten¢do de resultados
satisfatorios. O objetivo deste trabalho, portanto, foi avaliar o efeito da
administragio da somatotropina bovina sobre o ganho de peso e
desenvolvimento reprodutivo de novilhos meio sangue Nelore x Simental
tratados com horménio de crescimento bovino recombinante (rbST), num

sistema de produ¢do com suplementag3o a pasto.



2) REVISAO DE LITERATURA

2.1) Desenvolvimento corporal e reprodutivo

Lunstra et al. (1978) citam que as medigdes corporais que determinam o
crescimento corporal ascendente, demonstram correlagdes altamente
significativas com o tamanho dos testiculos e o comprimento corporal e
perimetro toracico. O peso corporal em touros jovens apresenta correlagio linear
com a idade (Fields et al. 1982) e correlagbes positivas entre estas duas
caracteristicas foram relatadas com amplitude de 0,72 a 0,98 dependendo das
condigOes dos experimentos (Pimentel, 1984; Vieira et al., 1985).

Pimentel (1984) trabalhou com trinta bovinos mestigos, machos, que
foram pesados e tiveram suas dimensdes testiculares verificadas a cada 15 dias,
dos 6 aos 16 meses de idade. Houve alta correlagio entre o peso e o
desenvolvimento testicular, estimado através do perimetro escrotal (r = 0,87).

Troconiz (1991) utilizou 159 machos da raga Guzera puros de origem e
60 machos Nelore puros de origem, mantidos num sistema de suplementagéo a
pasto, durante o periodo seco, para examinar o desenvolvimento testicular,
alteragdes do peso corporal e caracteristicas do sémen. As medigdes de
perimetro escrotal (PE) e colheitas de sémen (com eletroejaculador) foram
realizadas a cada 28 dias. A idade e o peso corporal afetaram o PE (P < 0,01) em
ambas as ragas. O PE aumentou linearmente (P < 0,01) com a idade e com o
peso corporal. As correlages entre o PE e os exames de sémen foram positivas
(P <0,01) variando de 0,49 a 0,73 nas duas ragas.

Abdel-Raouf (1960), ao estudar a diferenciagdo do epitélio seminifero e
o estabelecimento da espermatogénese em bovinos, encontrou, nos primeiros
meses de desenvolvimento, cordGes testiculares solidos, constituidos apenas de
gondcitos primordiais e células indiferenciadas de suporte. Seguindo a evolugio

histologica, apareceram espermatogénias, que proliferaram, e diminuiu o



namero de gondcitos. A fase pré-pubere caracterizou-se pela formagio de lume e
aparecimento dos primeiros espermatécitos primarios, espermatides e poucos
espermatozdides. A fase puberal caracterizou-se pelo desaparecimento completo
das células indiferenciadas de suporte, que se transformaram em células de
Sertoli, cujo nimero atingiu os limites adultos.

E importante registrar que o estabelecimento da atividade
espermatogénica estd mais intimamente relacionado com o desenvolvimento
geral do individuo (peso corporal) do que com a idade (Melo,1991)

Considera-se geralmente o processo espermatogénico como sendo
dividido em trés fases distintas: (a) fase proliferativa ou espermatogonial, na
qual as espermatogonias proliferam e dio origem aos espermatécitos primarios
e, a0 mesmo tempo, renovam a populagdo espermatogonial necessaria para a
continuagdo do processo; (b) fase meidtica, a qual envolve divisdes reducionais
dos espermatécitos, resultando na formagio de células haploides, as
espermatides; (c) fase de diferenciagdo ou fase espermiogénica, na qual as
espermatides, através de uma complexa série de transformagdes citoldgicas,
convertem-se em células altamente especializadas, os espermatozéides (Russell
et al. 1990).

A expressdo "cinética da espermatogénese” designa o conjunto de todos
os processos citologicos e histologicos que ocorrem dentro dos tibulos
seminiferos. Os eventos citologicos incluem as etapas de divisdo, diferenciagio e
metamorfose das células germinativas em si, enquanto os eventos histolégicos
relacionam-se primariamente com a evolu¢do dos diferentes tipos celulares, em
conjunto, no tubulo seminifero (Clermont & Moegentaler, 1955).

Estimativas da populagdio de células germinativas em relagio a
populagdo de células de Sertoli tém sido empregadas como indices para se
avaliar a eficiéncia da espermatogénese. Esta analise é viavel por se saber que as

células de Sertoli s3o menos susceptiveis a agentes deletérios que as células



germinativas. Hochereau — de Reviers et al. (1987) citados por Melo (1991),
relacionando a espermatogénese, o numero ¢ a fun¢do das células de Sertoli em
ovinos e bovinos, relataram que o estabelecimento da populagdo destas células
constitui fator primordial no controle da produgio espermatica. Perceberam,
ainda, que, ao final do periodo pré-pubere, estas células progressivamente se
diferenciam, tomando-se numericamente estaveis e que a populagio de células
de Sertoli e de espermatogdnias, mostraram-se altamente correlacionadas,
indicando, de acordo com os autores, de que as células de Sertoli controlam as
etapas iniciais da espermatogénese.

As razdes numéricas entre espermatogonias e os demais tipos celulares
por secgdo transversal de tibulo sdo utilizadas como meios para se estimar o
coeficiente de eficiéncia da espermatogénese. Teoricamente, em cada divisdo,
dobra o nimero de células mas, na pratica, isto dificilmente é encontrado (Castro
et al. 1997).
2.2) Suplementaciio protéica

Durante a estagdo seca o rebanho bovino alimenta-se das sobras de
forragens de verdo, caracterizadas por elevado teor de fibra bruta e alta
deficiéncia em proteina, energia, minerais e vitaminas (Paulino, 1999). A
escassez de nitrogénio na forragem deprime a populagio de microrganismos
celuloliticos do mimen, prejudicando a digestibilidade da fragdo fibrosa da
forragem. A reducgdo da digestibilidade da fibra resulta em menor produgdo de
acidos graxos volateis, importante fonte de energia para os ruminantes.

Normalmente, a ingestio de suplemento altera a quantidade de forragem
consumida: a diregdo e a extensio da mudanga é dependente da qualidade da
forragem e do tipo de suplemento. Em geral, suplementos ricos em proteinas vio
aumentar o consumo ¢ a digestibilidade de forragem de baixa qualidade
(Paulino, 1999).



Na maioria das vezes, os teores de proteina bruta ndo atingem o valor
minimo de 7% que, segundo Minson (1990), limitaria a atividade dos
microrganismos do nimen. Esse fato afeta a digestibilidade e o consumo da
forragem, acarmretando baixo desempenho animal. Nestas condi¢des, o
fornecimento de suplementos com relativamente alta concentragiio de proteina
melhora a utilizagdo da forragem e o desempenho animal, ao satisfazer as
exigéncias minimas de N dos microrganismos ruminais, possivelmente
aminoacidos especificos e/ou cadeias de carbono.

Uma das maneiras pelas quais a suplementagiio protéica melhora o
desempenho de bovinos consumindo forragem de baixa qualidade (< 7% PB) é
através da estimulagdo do consumo voluntirio. Esta alta de consumo é
usualmente atribuida ao aumento na taxa de digestio e de passagem da
forragem, favorecidas pela suplementag¢do, acarretando maior consumo de
energia pelo animal (Boin & Tedeschi, 1997).

Segundo Preston (1982), suplementagio com proteina verdadeira ou
nitrogénio ndo protéico tem sido recomendada com a idéia de melhorar o
aproveitamento de ruminantes pelo aumento da utilizagfio da forragem pastejada.
A maioria dos estudos indicam que a suplementagiio protéica causa maior
resposta ao estimulo de consumo com forragem de baixa qualidade (< 7% PB)
do que com forragem de alta qualidade. Quando o nivel de proteina bruta na
forragem aumenta, a magnitude da resposta em consumo declina ou nio é
afetada. Entretanto, quando a proteina bruta da forragem aumenta, o incremento
no desempenho animal em fungio da suplementagio protéica pode ndo ser
devido a mudangas no consumo de forragem mas, sim, devido a mudangas na
digestibilidade ou eficiéncia metabolica de utilizagdo de nutrientes, incluindo
efeitos de proteina degradavel vs. ndo degradavel no rimen.

Suplementos protéicos contendo mais que 20% de proteina bruta

resultam em maiores respostas em consumo de forragem que suplementos



contendo menos que 20% de proteina bruta. O uso de suplementos de baixa
proteina bruta tém mostrado aumento no consumo de forragem, mas o
incremento em consumo ainda pode ndo ser o bastante para o animal satisfazer
suas exigéncias de mantenca ou crescimento (Preston, 1982).

Em funcdo da melhora no consumo e na digestibilidade do pasto seco, 0
uso de suplementos ricos em proteina associados a cargas de pastejo adequadas,
torna possivel a exploragio de vasta quantidade de forragem fibrosa de baixa
aceitagdio pelos animais, as quais normalmente sdo desperdigadas durante ou ao
final de cada estac@o seca (Paulino, 1999).

Outro ponto importante, segundo Preston (1982), é que se a
disponibilidade de forragem for inadequada, a suplementagio protéica pode ser
ineficiente. Por isso, a suplementagdo protéica de gramineas secas de inverno
deve ser usada conjuntamente com a vedagdo de pastagens, para que
efetivamente funcione.

2.3) Hormonio do crescimento (GH)
2.3.1) Caracteristicas do GH

A hipofise é uma glandula de secrecdo interna, situada na base do
cérebro, protegida em uma concavidade do osso esfendide e divide-se em
adenohipofise e neurchipéfise. O 16bulo anterior da adenohipofise é responsavel
pela secregdo do GH, além de outros hormonios (Crooker et al. 1990).

O GH ¢é um polipeptideo de cadeia unica, formado por 191
aminoacidos, com um peso molecular de 21,819 kDa , calculado a partir da
seqiiéncia de aminoacidos. E sintetizado e secretado pela hipéfise sob controle
hipotaldmico e pertence & mesma familia dos horménios prolactina e lactogeno
placentario, todos eles compartilhando certas caracteristicas imunoldgicas e
estruturais (Suzuki Junior, 2001).



2.3.2) Controle da secreciio do GH

Burton ef al. (1994) enfatizaram que a concentragio sanguinea de GH
sofre regulacdo de uma série de algas de feedback, controladas por secregdes
hormonais e de outros fatores, afetando nio somente a secregio, como também a
transcri¢do e a tradugdo do mRNA do GH.

Em ruminantes, a secre¢do do GH é assincronica e episddica e apresenta
maior concentra¢do em machos (Breier & Gluckman, 1991). Essa secrecio é
controlada primariamente por um mecanismo dual exercido por dois
neuropeptideos hipotaldmicos, que sdo secretados no sistema porta-hipofisario,
para um acesso rapido e direto a adenohipofise (Furlan, 1998). O horménio
liberador do horménio do crescimento (GHRH), produzido no hipotilamo,
estimula a sintese de GH por aumentar os niveis intracelulares de AMPc que,
por sua vez, ativam proteina quinase A - Adenilato Ciclase (Dana & Karin,
1989). Entre os fatores que controlam negativamente a sintese do GH
encontram-se a somatostatina (SIRF) que se liga ao receptor de membrana e
diminui a concentragdo intracelular de AMPc e a activina, outra proteina
presente nos somatotrofos que controla a sintese do GH por inibigdo do fator
PIT-1 (GHF-1), denominado proteina de ativagdo do gene do GH que se liga a
regides do gene do GH em cobaias.

Segundo Bames et al. (1985), o GH liberado da adenchipéfise atinge a
circulagdo periférica e, quando em elevada concentragdo sanguinea, promove
um "feedback" negativo no hipotalamo, inibindo a liberagdo de GHRH e
estimulando a secregdo de SIRF. A secre¢do elevada de IGF-I e suas proteinas
de ligagdo pelo figado, as quais estdo associadas concentragdes mais altas de
GH, exercem um controle inibitorio crénico na secre¢do de GH, através de sua
ac¢do nos sitios regulatdrios superiores (adenchipdfise, hipotalamo e SNC).

Segundo Breier & Sauerwein (1995), o status nutricional exerce um
papel central na determinagdo da concentragio plasmatica de GH. Durante os



periodos de deficiéncia nutricional, ocorre elevacido na concentragdo plasmatica
de GH, a qual estd associada a redugdo no feedback negativo exercido pela
SIRF, em virtude da menor produgdo desse neurcpeptideo pelo hipotalamo.
2.3.3) Mecanismo de agio

O GH promove resposta fisioldgica através da interagdo direta com seus
receptores teciduais presentes na membrana citoplasmatica e, indireta através de
estimulo a producdo de fatores de crescimento, principalmente o IGF-I ou,
ainda, através da modulagiio de outros hormdnios como a insulina (Pell & Bates,
1990). O GH estimula os processos anabolicos como a divisdo celular,
crescimento do esqueleto e a sintese de proteinas, denominada de " atividade
promotora de crescimento”. Além disso, exerce efeitos metabdlicos importantes
como a elevagdo da taxa de oxidagdo de gorduras (atividade lipolitica) e inibigdo
do transporte de glicose para os tecidos periféricos (atividade diabetogénica).
Entretanto, de acordo com Davis ef al. (1992), a fungdo mais importante do GH
¢ sua influéncia na formagio de proteinas e acidos nucleicos nos tecidos
corporais. Esse estimulo a sintese protéica é provavelmente resultante de
aumento na atividade dos ribossomos envolvidos no processo de tradugao.

Segundo Furlan (1998), a resposta inicial do tecido adiposo ao GH é
semelhante a da insulina, que consiste num aumento do transporte e oxidagdo da
glicose e na aceleragdo do metabolismo da glicose para a formagao de acidos
graxos e CO2. O efeito "insulina-like" (semelhante a insulina) inicial do GH é
transitorio e ndo pode ser novamente induzido até que sejam decorridas varias
horas. Existem evidéncias de que esse efeito seja produzido pela interagdo do
GH com os receptores da insulina e que essa refratariedade ocorra num sitio
pos-receptor.

Uma segunda resposta do tecido adiposo ao GH é a estimulagdo a
lipolise, que pode ser observada apos aproximadamente duas horas da exposigio

ao horménio, sendo ainda que essa resposta ndo é sujeita a refratariedade.



|

Contrariamente ao efeito "insulina-like", o efeito lipolitico necessita da presenca
continua do horménio ligado ao receptor por algumas horas, para se obter
resposta consistente (Furlan, 1998).

Da mesma forma que ocorre com o GH, os efeitos do IGF-I podem ser
divididos em efeitos metabélicos agudos, que ocorrem dentro de segundos ou
minutos apds a formagdo do complexo IGF-I-receptor ¢, de longa duragio, que
ocorrem horas apés o acoplamento (Le Gac ef al. 1996). Nos ruminantes os
efeitos de curta duragio podem estar relacionados com a inibi¢do do catabolismo
protéico. Breier et al. (1986) verificaram que em condi¢Ses agudas de
desnutri¢io a concentragio de GH aumenta em reflexo a fatores como
hipoglicemia, estresse e baixo nivel sérico de acidos graxos livres. Este aumento
de secrecio de GH, diante de aportes nutricionais reduzidos, é devido a
diminui¢do do “feed-back™ negativo desempenhado pela somatostatina (Breier et
al. 1994). Outro efeito observado durante a restrigio alimentar ¢ a diminui¢do
dos receptores de GH hepiticos (Suzuki Junior, 2001). O efeito de longa duragio
do GH resulta no aumento do aporte de nutrientes para os tecidos alvo. Este
efeito depende das condigdes nutricionais e fisiolégicas em que o animal se
encontra. O crescimento dos tecidos 6sseo e muscular na época da puberdade e a
regula¢do da composigdo corporal em individuos adultos exemplificam o efeito
de longa duragdo do GH (Breier et al. 1988; Pell & Bates, 1990).

Burton et al. (1994) relataram que a concentracio sanguinea de GH nos
bovinos varia de 10 a 15 ng/ml nos primeiros meses de vida, caindo para 2 a 8
ng/ml durante a pré-puberdade, atingindo picos de 15 a 18 ng/ml préximo a
puberdade e estabilizando-se na faixa de 5 a 10 ng/ml no animal adulto. J& a
concentragdo basal de IGF-I é bem mais elevada do que a de GH, variando de
100 ng/ml (antes da puberdade) até 2000 ng/ml (durante a puberdade), com

valor médio ao redor de 100 ng/ml em animais adultos.
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Bovinos tratados com rbST apresentam elevagio na concentragdo
sanguinea basal de GH da ordem de 2 a 10 vezes, enquanto que a de IGF-I
eleva-se de 2 a 5 vezes, dependendo da dosagem utilizada (Furlan, 1998).

2.3.4) Receptores de GH e IGF-1

O passo inicial da agdo de um horménio peptidico € a sua ligagdo com
os receptores nos tecidos alvo. Os receptores de GH tém sido encontrados em
varios tecidos, incluindo hepatocitos, adipocitos linfocitos, macrofagos,
fibroblastos, pré-adipocitos, condrécitos e osteoblastos (Furlan, 1998).

Davis & Simmen (1997) identificaram proteina ligante de GH,
denominada de "growth hormone binding protein" (GHBP), cuja sequéncia de
aminoacidos corresponde ao dominio N terminal do receptor de GH. As fun¢des
da GHBP ndo estio perfeitamente definidas, porém acredita-se que sejam
responsaveis pelo prolongamento da meia-vida do GH presente na circula¢io.

O receptor de GH (GHR) é uma proteina de 638 aminoacidos,
sintetizada a partir de um mRNA produzido por um unico gene. Estudos
realizados com animais hipofisectomizados ou tratados cronicamente com GH
tém demonstrado que o GH regula a expressdo do seu receptor. Assim, Frick et
al. (1990) observaram uma elevacio de cinco vezes na quantidade de mRNA do
GHR no musculo e no figado de ratos hipofisectomizados, enquanto que no
tecido adiposo houve uma redugio de 50%.

De acordo com Burton er al. (1994), existem pelo menos dois tipos de
receptores para GH: um de alta e outro de baixa afinidade. A intensidade com
que a célula responde ao estimulo do GH (atividade da Adenilato Ciclase)
parece estar relacionada com a concentragiio de receptores de alta afinidade
presentes na membrana celular. Entretanto, ainda n3o esta claro o que determina

0 aumento ou a diminui¢io destes receptores na membrana (Suzuki Junior,
2001).
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Os fatores que regulam a concentragio tecidual de receptores parecem
afetar apenas aqueles de alta afinidade. Somente os receptores de alta afinidade
sdo cronicamente sensibilizados pelas elevadas concentragdes sanguineas de
GH, enquanto que concentragdes muito elevadas de GH, como no caso de uma
unica injecdo com dosagem elevada, promovem uma diminui¢io na
concentra¢do nos receptores de alta afinidade (efeito agudo). Estudos com
novilhos em crescimento evidenciaram alta correlagiio entre a capacidade dos
receptores de alta afinidade e taxas de crescimento e concentragdes plamaticas
de IGF-1, enquanto que os de baixa afinidade nio apresentaram tal correlagdo,
podendo estar simplesmente relacionados com a remogdio de GH (Furlan, 1998).

Apesar dos receptores de alta afinidade serem saturados pelas
concentragdes normais de GH sanguineo, a taxa de renovagdo desses receptores
¢ acelerada pela elevagdo crénica de GH plasmitico. A combinagio da
sensibilizagdo com a taxa de renovagéo dos receptores ocupados, quando o GH
plasmatico encontra-se elevado, parece ser a chave para explicar os efeitos do
rbST na produgdo animal (Baumrucker et al. 1994).

Os receptores de IGF-I também possuem ampla distribui¢do. Muitas
células possuem dois tipos de receptores para 0 IGF-I, denominados Tipo I e
Tipo II. O Tipo I possui uma estreita homologia estrutural e funcional com o
receptor da insulina. Entretanto, sua ligagdo preferencial é com o IGF-], seguido
do IGF-II e da insulina (quando esta se encontra em concentra¢des elevadas). O
Tipo 1l ndo € estruturalmente relacionado ao Tipo I ou ao receptor da insulina.
Este tipo liga-se preferencialmente ao IGF-II, possuindo baixa afinidade pelo
IGF-I e nenhuma pela insulina (Baumrucker et al. 1994).
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2.3.5) Suplementagio com horménio do crescimento bovino recombinante
(rbST)
A) Efeitos no perfil hormonal e nos metabdlitos sanguineos

O tratamento com rbST promove uma elevagdo da concentra¢do
sanguinea de GH de maneira dose dependente, a qual é acompanhada da
elevagio de IGF-1. Early ef al. (1990a) verificaram que, apos a administragdo do
bST, a concentragio sanguinea de GH sofre rapida elevagio, que perdura por 4
a 8 horas, retomando ao normal apds este periodo. Este aumento na
concentragio sanguinea de GH se deve exclusivamente a administragio de rbST,
uma vez que o tratamento com hormdnio exégeno provoca significativa redugéo
na quantidade de GH estocado nos somatotrofos, conforme observado por
Moseley et al. (1992).

O aumento na concentragio de IGF-I em resposta a aplicagdo de rbST
tem comportamento dose dependente e, segundo Dalke et al. (1992), estes
acréscimos na concentragio de IGF-I aumentam linearmente ao longo do
periodo de tratamento, com tendéncia de queda ao final do periodo.

Early et al. (1990a) estudando alguns parimetros sanguineos de novithos
tratados com rbST, observaram que os mesmos estiveram na faixa da
normalidade. Entretanto, quando comparadas ao controle, as concentragdes de
uréia, creatinina e bilirrubina apresentaram-se significativamente mais baixas. O
decréscimo nas concentragdes da uréia esta associado com o aumento na
retengio de nitrogénio promovido pelo rbST, enquanto que as menores
concentragdes de bilirrubina encontradas foram atribuidas a maior taxa de
remogio desse metabdlito, em virtude do maior desenvolvimento do figado,
observado nos animais tratados.

B) Efeitos no desempenho produtivo

Os efeitos do rbST no desempenho de bovinos de corte apresentam

grandes variagdes em funcio da dosagem utilizada, fase da produgio
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(crescimento ou terminagio), dieta oferecida, sexo dos animais e forma de
administragdo (Furlan, 1998).

A administragdio de rbST estimula o ganho de peso em bovinos
(Eisemann et al. 1989; Moseley ef al. 1992). A resposta dos animais é variavel
com acréscimos que vdo desde ganho O (Dalke ef al. 1992) até 45%
(Houseknecht et al. 1992) comparando-se aos animais controle. Além disso, a
eficiéncia alimentar (EA) ¢, muitas vezes, aumentada com a administragio de
rbST (McShane et al. 1989; Early et al. 1990a).

Trabalhando com animais em fase de terminagdo, Moseley et al. (1992)
verificaram que o rbST, administrado diariamente em doses que variaram de
16,5 a 33 ug/Kg de peso vivo por dia, elevou o GPD em 9%, enquanto que a EA
apresentou melhoria de 14%. Administrando 20,6 mg/dia de rbST na fase de
crescimento, Early ef al. (1990b) verificaram aumento de 15% no GPD e
melhoria de 11,7% na EA de novilhos.

A ingestio de matéria seca (IMS) também apresenta respostas variaveis
4 administra¢do do rbST, sendo que, de maneira geral, sofre redugio quando se
utilizam animais em fase de terminagdo, ao passo que naqueles em crescimento
nio se observam alteragdes (Furlan, 1998). Neste sentido, Early er al. (1990b)
ndo verificaram nenhum efeito do rbST sobre a IMS de novilhos em fase de
crescimento, enquanto que Moseley ef al. (1992) e Dalke et al. (1992) relataram
queda na IMS pelos animais que receberam o horménio exédgeno, apresentando
comportamento dose dependente.

C) Efeitos sobre o trato reprodutive

Existem evidéncias que o GH pode estar envolvido no desenvolvimento
puberal de bovinos. Novilhos hemicastrados exibem maiores acréscimos nas
concentragdes plasmaticas de GH antes da puberdade que bovinos intactos, e
novilhas imunizadas com o fator contra 0 GHRH mostraram atraso na entrada a
puberdade quando comparadas com novilhas controle. Exemplos de estudos nos
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quais as concentragdes plasmaticas de GH sdo artificialmente elevadas sio
pouco efetuados (Harvey et al. 1995).

Os efeitos do GH sobre o funcionamento reprodutivo tém sido
examinados em 4 modelos de deficiéncia de GH: ratos hipofisectomizados, ratos
geneticamente deficientes em GH, ratos passivamente imunizados contra o
horménio de liberagio do GH (GHRH) e nos casos clinicos humanos (Harvey e?
al. 1995).

Segundo dados de Deaver & Bryan (1999), em machos, a somatotropina
exogena pode participar, controlando em parte, a espermatogénese e a
esteroidogénese. As células de Sertoli parecem ser a maior fonte testicular de
IGF-1. Além disso, receptores para IGF-I tém sido encontrados nas células de
Leydig (Lin et al. 1986).

Swanlund er al. (1995), investigando os diferentes efeitos do GH
exdgeno sobre os testiculos de varrdes pré-puberes, demonstraram que os
didmetros dos tibulos seminiferos do grupo tratado com GH foi 56% maior que
o do grupo controle e que a massa relativa de espermatécitos e espermatides no
grupo tratado excedeu significativamente o grupo controle. Esses resultados
sugeriram que o GH exégeno promoveu maturagio tubular e de células de
Sertoli, definiu o maior crescimento das células de Sertoli e antecipou o inicio da
espermatogénese.

Os pardmetros espermaticos sdo diminuidos nos animais deficientes em
GH. Os efeitos da deficiéncia de GH nos ratos mostram uma associagio com a
espermatogénese tanto quanto uma diminuigio da motilidade espermatica
(Gravance et al. 1997).

Existem poucos dados sobre os efeitos do GH e do IGF-I sobre a fungio
testicular em bovinos. Jaillard ef al. (1987) demonstraram que o IGF-1, in vitro,
tem agdo estimulatoria sobre as células de Sertoli de suinos, aumentando a
sintese de DNA e induzindo proliferagiio celular. Benton ef al. (1995), citados
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por Santos ef al. (1999), mostraram que o IGF-] afeta a diferenciagdo de células
de Leydig imaturas em células maduras.

Segundo Santos et al. (1999), é possivel que o GH possa ter efeito sobre
a espermatogénese , mediado pela liberagio de IGF-1, que pode previnir a morte
de células apoptdticas no epitélio seminifero, aumentando, entdo, a eficiéncia da

espermatogénese.
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3) MATERIAL E METODOS

3.1) Localizagiio do experimento

O experimento foi conduzido no periodo de junho a outubro de 2000, na
Fazenda Potreiros, no municipio de Trés Pontas - Minas Gerais. Trés Pontas esta
localizada na Regido Sul do estado de Minas Gerais e tem como coordenadas
geograficas 21° 26' de latitude, 45° 51' de longitude, uma altitude média de 885
metros ¢ uma area total de 689Km? (IBGE, 1997 ¢ IBGE, 1999).

3.2) Animais e condigdes de manejo

Foram utilizados 54 novilhos inteiros meio sangue Nelore x Simental,
com idade inicial média de 7 meses + 15 dias e peso inicial médio de 199 +
43Kg, em bom estado sanitario ¢ nutricional. Antes do inicio do experimento
todos os animais receberam tratamentos contra endo e ectoparasitas e foram
vacinados contra a febre aftosa.

Foi realizado periodo pré-experimental de 15 dias com objetivo de
adaptac¢do dos animais ao suplemento protéico e a0 manejo adotado.

O suplemento protéico utilizado durante o experimento foi o SAAG
Proteinado Seca®, fomecido a base de 1g do produto/Kg de peso vivo por dia,
em cochos cobertos, misturado na proporgio de 1:1 com sal comum para
adaptagdo dos animais a ingestio de uréia, nas primeiras semanas de
fomecimento. A composigdo basica do SAAG Proteinado Seca® ¢ a seguinte:
Calcario Calcitico, Farelo de Soja, Fosfato Bicalcico, Iodato de Calcio, Milho
Integral Moido, Oxido de Magnésio, Oxido de Zinco, Selenito de Sédio, Sulfato
de Cobalto, Sulfato de Cobre, Sulfato de Ferro, Uréia Pecuaria, Aditivo
Promotor de Crescimento, Cloreto de Sédio (Sal Comum), Enxofre Ventilado
(Flor de Enxofre) e Mondxido de Manganés.

Os novilhos foram mantidos em trés piquetes, com média de 20ha cada,

formados com pastagens de braquiaria e setaria, os quais foram vedadas durante
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o periodo das aguas. Todos os piquetes eram dotados de cochos cobertos e
aguada, além de boa area de sombreamento.

Foram coletadas amostras das pastagens utilizadas no experimento nos
dias 0, 60 e 120, que foram analisadas no laboratério de Nutrigio Animal do
Departamento de Zootecnia da UFLA quanto & matéria seca, proteina bruta,
fibra detergente neutro, fibra detergente acido e calcio e fésforo, segundo
A.0.A.C. (1990). Os dados obtidos estiio apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados das analises das pastagens utilizadas durante o
experimento.

Dia Pasto MS(%) PB(%) FDA(%) FDN(%) Ca(%) P(%)

1 33,81 5,80 37,17 66,03 0,36 0,12
2 30,55 5,89 42,35 67,68 0,38 0,11
3 30,57 5,80 40,36 66,80 0,36 0,11
60 1 38,54 5,05 38,78 67,71 0,39 0,14
60 2 37,89 5,05 35,13 68,44 0,39 0,12
60 3 37,50 5,05 38,12 67,91 0,38 0,12
120 1 42,38 6,90 45,29 74,48 0,40 0,12
120 2 46,86 6,96 43,80 74,25 0,40 0,12
120 3 43,45 6,90 44,78 74,15 0,40 0,11

3.3) Tratamentos e pesagem dos animais

Foram avaliadas trés dosagens hormonais: 0 (m = 18, os animais
receberam injegdes de solugdo salina), 250 (n = 18) e 500mg de rbST (n = 18).
A somatotropina bovina recombinante (rbST) utilizada foi o Boostin®', de
liberagdo lenta injetavel com vitamina E. A aplicagdo foi subcutinea, na fossa

isquiorretal, a cada 14 dias, mesma ocasifio em que os animais eram pesados.

Coopers Brasil Ltda.
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3.4) Ganho de peso

Para avaliagiio do peso final (PF), ganho de peso (GP) e ganho de peso
médio diario (GMPD), foram utilizados os 54 novilhos, sendo 18 em cada grupo
(0, 250 € 500mg de rbST). Foram realizadas dez pesagens, com intervalos de 14
dias entre elas.

O modelo estatistico utilizado foi:

Yij = p +Ti + Bj + E(jj), sendo:
Yij = o valor observado correspondente a dose de rbST i dos animais do
grupo de peso j;

1 = média geral do experimento;

Ti = o efeito da dose de rbST i, comi=1, 2, 3;

Bj = o efeito do grupo de peso j,comj=1,2,3,4,5, 6;

E(ij) = o erro experimental associado a Yij que por hipétese tem

distribuigio normal com média zero e varidncia 8.

As variaveis PF, GP e GMPD foram analisadas como medidas repetidas
pelo procedimento MIXED do sistema SAS® - Statistical Analysis System
(S.A.S. 1995; Littell er al. 1996).

3.5) Biometria Testicular

A inspegdo e exame semiologico do aparelho reprodutor ocorreu nos
dias 0 e 126 do experimento. Para afericio da circunferéncia escrotal (CE) foi
utilizada uma fita métrica flexivel, graduada em 0,1 cm e a leitura realizada na
horizontal, no ponto equivalente a0 maximo perimetro da bolsa escrotal.
Empregando-se paquimetro, foi medido o comprimento dos testiculos (CT),
medida tomada no sentido préximo - distal de cada testiculo, excluindo-se a
cauda do epididimo, que é estrutura facilmente detectada pela palpagdo, assim
como a largura (LT), no sentido médio — lateral, e espessura (ET), no sentido

cranio - caudal. Para se obter os valores finais da biometria testicular, descontou-
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se a medida da prega da bolsa escrotal. Para essas variaveis foram utilizados os
54 novilhos, sendo 18 em cada grupo (0, 250 e 500mg de rbST).
O modelo estatistico utilizado foi:
Yij = p + Ti + Bj + E(jj), sendo:
Yij = o valor observado correspondente a dose de rbST i dos animais do
grupo de peso j;

p = média geral do experimento;

Ti = o efeito da dose de rbST i, comi=1, 2, 3;

Bj = o efeito do grupo de peso j,com j=1,2, 3,4, 5, 6;

E(j) = o erro experimental associado a Yij que por hipdtese tem

distribuigio normal com média zero e varidncia 8%

As variaveis CE, CT, LT e ET foram analisadas pelo procedimento
ANAVA do SAS®.
3.6) Avaliagio fisica e morfolégica do sémen

Para avaliagdo de defeitos estruturais dos espermatozoides, foi utilizado
o método de preparag¢do umida para, sob microscopia de contraste de fase, contar
todos os defeitos observados. Para isso, colocou-se sémen até turvar 1000 pul de
solugdo formol - salina. A classificagdo das patologias seguiram os padrdes
estabelecidos por FONSECA (1989). Para concentra¢do foram utilizados 20 pl
de sémen de cada ejaculado que foram diluidos em 4000 pl de solugio formol -
salina, resultando em diluicdo de 1:200; posteriormente a analise foi feita em
cdmara hematocimétrica de Neubauer.

A coleta de sémen foi realizada nos dias 0 e 126, com os ejaculados
sendo obtidos pelo método da eletroejaculagdo por um tempo maximo de 10
minutos, € mantidos a uma temperatura de 37° C. Foram efetuadas as avaliagSes
quanto s caracteristicas fisicas (vigor e motilidade progressiva) e morfologicas
(porcentagem de espermatozdides normais € com defeitos) do sémen. Foram
utilizados 36 animais, sendo 12 de cada grupo (0, 250 e 500mg de rbST).
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Realizou-se analise descritiva das variaveis relacionadas ao sémen, da

seguinte forma:

3.7)

Ejaculagdo: analisou-se a porcentagem de animais que conseguiram
ejacular e a partir desses fizeram-se demais analises.
Espermatozoides normais (SPTZ N): analisou-se a porcentagem de
animais que tiveram acima ou abaixo de 70% de espermatozoides
normais.

Espermatozoides com defeitos (SPTZ D): analisou-se a porcentagem
de animais que tiveram acima ou abaixo de 30% de espermatozoides
com defeitos.

Vigor (V): analisou-se a porcentagem de animais que apresentaram
vigor acima ou abaixo de 3.

Motilidade progressiva (MP): analisou-se a porcentagem de animais

que apresentaram motilidade progressiva acima ou abaixo de 70%.

Anilise Histométrica

Para a analise histométrica, foram utilizados 9 novilhos, sendo 3 de cada

grupo (0, 250 e 500mg de rbST), os quais foram castrados em trés épocas

intervaladas de 14 dias entre elas, para posterior avaliagido histologica dos

testiculos. Na castragdo foram retirados fragmentos de ambos testiculos que

foram colocados por 24h em Bouin, desidratados por passagens em solugdes de

alcool de concentragdes crescentes, diafanizados em xilol, incluidos em parafina,

cortados com Spum e corados pela técnica da hematoxilina-eosina (Luna, 1968).

Na avaliagao histolégica mediu-se, em cada animal, o didmetro de 200

tubulos seminiferos (100 em cada testiculo), seccionados transversalmente e de

contorno o mais circular possivel, escolhidos ao acaso. Mediu-se também a

altura do epitélio de 40 tibulos (20 em cada testiculo). As medidas foram feitas
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com auxilio de ocular micrométrica Zeiss Kpl — W10x, acoplada a objetiva de
40x de um microscopio.

Em cada secgdo de tubulo seminifero medido, registrou-se o nimero dos
diferentes tipos de células do epitélio tubular. Os nimeros obtidos foram
corrigidos para o didmetro nuclear ou nucleolar, segundo a formula de
Abercrombie (1946), citado por Castro ef al. (1997):

> Contagem real = contagem bruta x [espessura do
corte/(espessura do corte + didmetro nuclear/nucleolar)]

Os didmetros nucleares e nucleolares médios foram obtidos através da
medida de 10 micleos/nucléolos de cada tipo celular estudado, em cada testiculo
e foram medidos com o auxilio de ocular micrométrica ZeissKpl-W 10x,
acoplada a objetiva de 100x.

Foi utilizado também o “fator de corregio de célula de Sertoli”
(Clermont 1955), através do qual as contagens de células germinativas passam a
ser expressas em termos da razio célula germinativa/célula de Sertoli (Castro et
al. 1997).

Foram analisadas as seguintes varidveis: didmetro tubular (DT), altura
de epitélio (AE) e as relagGes espermatogdnias/Sertoli (SPG/S), espermatécitos
em pré-leptéteno/Sertoli (PL/S), espermatdcitos em paquiteno/Sertoli (PQ/S),
espermatides arredondadas/Sertoli (ARR/S) e espermatides
arredondadas/espermatogbnias (ARR/SPG). Nestas anilises foram realizados
testes de contrastes e de regressdo do SAS®.

0O modelo estatistico foi o seguinte:

Yijk = u + Ti + ECj + TxS(ij) + Lk + E(ijk)

Yijk = o valor observado correspondente a dosagem hormonal i da

semana j do lado k;

Ti = o efeito da dosagem hormonal i, comi= 1,2, 3;

ECj = o efeito da época de castragdo j, com j=1, 2, 3;
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TxS(ij) = o efeito da interagdo entre a dosagem hormonal i com a
semana j;

Lk = efeito do lado k, comk =1, 2;

E(ij) = o erro experimental associado a Yij que por hipétese tem

distribuigio normal com média zero e varidncia 8°.
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4) RESULTADOS E DISCUSSAQO

4.1) Desempenho

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados da analise estatistica e as
médias das varidveis peso final, ganho de peso total e ganho de peso diario para
os animais tratados com 0, 250 e 500mg de rbST.
Tabela 2: Resultados da analise de variancia para as variaveis peso final (PF),
ganho de peso (GP) e ganho de peso diario (GPD) durante o periodo
experimental.

Varidveis DH (mg de bST) Prob (Pr>F)
(Kg) 0 250 500 DH Dias(D) DHxD
PF 214,45 216,13 218,78 0,7992  0,0001 0,0001
GP 30,11 31,28 42,67 00055 00001 0,83878

GPD 0,240 0247 0338 00054 00001 009147

Com relagdo ao peso final dos animais, ndo foi observado efeito
significativo das dosagens hormonais (P > 0,7992), porém, houve efeito
significativo dos dias de experimento (P < 0,0001) e da interagdo entre as
dosagens hormonais e os dias (P < 0,0001). Apesar de ndo haver encontrado
diferenga significativa, os animais tratados com 500mg de rbST que, no inicio
do experimento tinham o menor peso médio, obtiveram a maior média de peso
final (Figura 1).
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Figural: Peso corporal, dos animais dos grupos tratados com 0, 250 ¢ 500mg de rbST,
durante o periodo experimental.

Quanto ao ganho de peso, observou-se efeito significativo das dosagens
hormonais (P < 0,0055) e dos dias de experimento (P < 0,0001), porém, nio foi
observado efeito significativo da interagdo entre dosagens hormonais e dias P>
0,8878). Os animais tratados com 500mg de rbST tiveram ganho de peso

superior aos demais em cinco das dez pesagens realizadas (Figura 2).
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Figura 2: Ganho de peso (GP) dos animais dos grupos tratados com 0, 250 ¢ 500mg de
bST, durante o periodo experimental.

A semelhanca do ganho de peso, foi observado, também, efeito
significativo das dosagens hormonais (P < 0,0054) e dos dias de experimento (P
< 0,0001) para o ganho de peso diario. Nio foi observado efeito significativo da
intera¢do entre dosagens hormonais e dias (P > 0,9147). Os animais tratados
com 500mg de rbST tiveram os maiores ganhos diarios, assim como ocorreu
com o ganho de peso (Figura 3).

Os resultados de desempenho obtidos evidenciaram que os animais
tratados com 500mg de rbST mostraram-se superiores em relagdo aos demais. O
aumento do ganho de peso desse grupo em 28,5%, quando comparado aos
demais grupos, € superior aos resultados obtidos por Early e al. (1990a), que
obtiveram um aumento de 15% em animais suplementados diariamente com
30mg de rbST em relagdo ao grupo controle, e é semelhante aos resultados
obtidos por Enright ef al. (1990) que obtiveram aumentos no ganho de peso em
torno de 25%.
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Figura 3: Ganho de peso médio didrio (GPMD) dos animais dos grupos tratados com 0,
250 ¢ 500mg de rbST, durante o periodo experimental.

O fato da dosagem de 250mg de rbST ndo apresentar resultados
significativamente diferentes do grupo controle esta de acordo com os resultados
obtidos por Furlan (1998), o qual verificou que essa dosagem, aplicada a cada 14
dias, ndo teve efeito sobre o desempenho produtivo de bovinos de corte.

Outros trabalhos foram realizados utilizando dosagens e intervalos
diferentes. Dalke ef al. (1992), administrando implantes semanais com
concentragdes de 40, 80 e 100 mg de rbST, ndo observaram diferengas no ganho
de peso diario. McShane er al. (1989) registraram que a suplementagdo com
rbST resultou em um acréscimo no ganho de peso em novilhos de 12 a 15 meses
€ que 0 mesmo nao ocorreu em novilhos dos 7 aos 11 meses de idade. Ademais,
Stewart ef al. (1993) ndo obtiveram, em seu experimento, mudangas no ganho de
peso diario, quando compararam animais suplementados com rbST com o grupo
controle. Estes estudos indicam que a idade, dosagem, modo de aplicagdo e

duragdo da suplementagdo podem afetar as respostas ao rbST no desempenho

produtivo dos animais.
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4.2) Aparelho reprodutor
4.2.1) Biometria Testicular

Na Tabela 3 estdo expostos os resultados da anilise estatistica e as
médias das varidveis circunferéncia escrotal e comprimento, largura e espessura
testiculares dos animais dos tratamentos testados.
Tabela 3: Médias de circunferéncia escrotal (CE), comprimento (CT), largura
(LT) e espessura testiculares (ET) dos animais dos grupos tratados com 0, 250,
500mg de rbST.

Varidveis DH (mg de rbST) Prob (Pr>F)

(cm) 0 250 500 DH Dias (D) DHxD

CE 23,02° 2347° 2435  0,0500 0,0001 0,1635
CT 7,75 8,33 833"  0,1223 0,0001 0,7091
LT 4,51° 487 494*  0,0600 0,0001 0,4532
ET 4,15° 4,40 4,45  0,2194 0,0001 0,4250

" Médias seguidas de mesma letra, na mesma linha, nfo diferem entre si pelo Teste de
SNK.

Com relagdo a circunferéncia escrotal, foi observado efeito significativo
das dosagens hormonais (P < 0,05) e dos dias de experimento (P < 0,0001), mas
nao houve efeito significativo da interagio entre dosagens hormonais e dias (P >

0,1635). O grupo tratado com 500mg de rbST apresentou-se superior aos demais
(Figura 4).
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Figura 4. Circunferéncia escrotal média dos animais tratados com 0, 250 ¢ 500mg de

rbST, no inicio e no fim do experimento.

Quanto as demais variaveis analisadas, observou-se que houve efeito
significativo dos dias de experimento (P < 0,0001), porém, ndo houve efeito
significativo das dosagens hormonais e da interagio entre dosagens hormonais e
dias. Apesar deste resultado, pode-se notar que para todas as caracteristicas o
grupo tratado com 500mg de rbST apresentou as maiores médias.

Assim como o presente trabalho demonstrou maior crescimento
testicular para os animais tratados com 500mg de rbST, Harvey ef al. (1995), ao
examinar a reprodugdo em ratos transgénicos machos expressando genes
hibridos, incluindo o GH humano e o GH bovino, mostraram que ambos
levaram ao crescimento dos testiculos e do comprimento da vesicula seminal. Da
mesma forma, Gravance ef al. (1997), ao estudar ratos machos deficientes em
GH, demonstraram que os mesmos apresentavam testiculos menores quando
comparados com ratos normais.

Em pesquisa sobre o desenvolvimento puberal e a fungdo testicular em
ratos deficientes em GH, Bartlett er al. (1990) sugeriram que a redugio no

tamanho testicular pode ser causada pela deficiéncia em GH e que isso pode
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refletir na redugdo da populagiio de células de Sertoli e que, conseqiientemente,
o GH ¢ importante no desenvolvimento puberal.
4.2.2) Anilise Espermitica
Na Tabela 4 sio mostrados os dados da analise espermatica dos animais
dos tratamentos.
Tabela 4: Numero de animais que ejacularam, porcentagem de espermatozoides
normais (SPTZN) e com defeitos (SPTZD), vigor espermatico e motilidade
progressiva em animais submetidos a aplicagdo de rbST.
DH Ejaculou @SPTZN SPTZD Vigor MP (%)
(mg de rbST) (%) (%)
Sim Nio <70 >70 <30 >30 <3 >3 <70 >70
0 N° 3 9 3 0 0 3 2 1 3 0
% 25 75 100 0 O 100 66,7 333 100 O
250 N° 3 9 3 0 0 3 2 1 2 1
0
1

% 25 75 100 0 100 66,7 33,3 66,7 333
500 N° 4 8 3 1 3 2 2 3 1

% 66,7 33,3 75,0 25,0 25,0 75,0 50,0 50,0 75,0 25,0

Os dados apresentados na Tabela 4 sdo descritivos e pode-se notar que a
maioria dos animais, em todos os grupos, ndo ejacularam e, mesmo aqueles que
o fizeram, apresentaram caracteristicas de sémen de animais pré-puberes, com
baixa porcentagem de espermatozdides normais e baixa motilidade progressiva.

Em trabalho desenvolvido com ratos normais e deficientes em GH,
Gravance ef al. (1997) mostraram que a motilidade espermatica foi
significativamente maior no grupo normal do que no grupo deficiente (75 + 1,44
vs. 28 + 3,71%, P< 0,001). A porcentagem de espermatozodides normais foi
também maior no grupo normal (88 + 1,00 vs. 75 + 6,9%, P< 0,001), assim

como a concentragio de espermatozdides na cauda do epididimo.
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4.3.3) Analise Histométrica

Foi realizado um contraste para avaliar se haviam diferengas
significativas entre o grupo controle e o grupo de animais tratados (250 e 500mg
de rbST) para as caracteristicas didmetro do tibulo seminifero, altura do epitélio,
das relagGes entre os nimeros de células germinativas e o mimero de células de
Sertoli e da relagdo entre espermatides arredondadas e espermatogénias.

Nédo foi observado efeito significativo (P > 0,05) das dosagens
hormonais sobre o didmetro dos tibulos seminiferos, entre as relagdes do
namero de células germinativas com o niimero de células de Sertoli e entre
espermitides arredondadas e espermatogénias. Entretanto, houve efeito
significativo das dosagens hormonais (P < 0,0001) e do contraste (P < 0,0114)
sobre a altura do epitélio (AE) dos tabulos seminiferos. O efeito do contraste,
que comparou a média do grupo controle versus a média dos dois grupos
tratados, mostrou que ndo houve diferenga significativa entre os animais tratados
e ndo tratados, porém, houve diferenga significativa quando se comparou o
grupo tratado com 250 com o tratado com 500mg de rbST . A Figura 5 mostra
os intervalos de confianga para as médias de AE para os animais dos tratamentos
testados.

OH (mg do rbST}
2

10 20 30 40 80 60

AE (um)

Figura 5: Altura do epitélio dos animais tratados com 0, 250 e 500mg de rbST.
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A Figura 5 mostra que o grupo tratado com 500mg de rbST apresentou
menores valores médios para a altura do epitélio. Este fato pode ter ocorrido em
funcio de uma diminuigio na concentragio nos receptores das células
germinativas, que sio amplamente relacionadas com esta caracteristica.

Assim como os resultados deste trabalho que nio mostraram diferengas
entre a relagio do nimero de células Santos ef al (1999) também nio
encontraram diferenca significativa para nenhum tipo celular estudado e,
também, para o didmetro do tibulo seminifero, comparando animais tratados
com 500mg de rbST e animais controle.

Através de teste de regressio, analisaram-se o didmetro tubular, a altura
de epitélio, as relagdes do nimero de células germinativas/ntiimero de células de
Sertoli e a relagio entre o nimero de  espermatides
arredondadas/espermatogénias, nas trés épocas de castragdo. Os efeitos das
épocas de castragio e das dosagens hormonais sobre o didmetro tubular e altura
de epitélio sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Efeito das épocas de castragdo (EC) e das dosagens hormonais (DH)
sobre o didmetro tubular (DT) e altura de epitélio (AE).

DH (mg de 1bST) ECxDH
Variaveis EC 0 250 500 Pr>F

DT 1 46,20 43,30 50,85 0,1246

2 41,90 86,65 65,10 0,0001

3 90,15 97,60 94,60 0,3301

AE 1 39,06 46,56 39,37 0,0001

2 40,31 49,06 36,25 0,0001

3 48,75 52,81 35,31 0,0001

32



Com relagdo ao didmetro dos tubulos seminiferos, houve efeito
quadratico da dosagem hormonal na época de castragdo 2 (P < 0,0001). O
didmetro tubular atingiu seu maximo na dosagem de 294mg de rbST e, a partir

dessa dosagem, houve diminuigdo do mesmo (Figura 6).

Y = 41,9 + 0,3116X - 5,30E-04X"*2

R-Sq=0918
0 = »
[ ]
[ —
3
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-] -] 500

0 m 40
DH (mg de rbST)

Figura 6: Efeito da dosagem hormonal, na época de castragdo 2, sobre o didmetro do
tabulo seminifero.

Quanto a altura de epitélio, houve efeito quadratico das dosagens

hormonais sobre as trés épocas de castragdo (Figuras 7, 8 ¢ 9).
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Figura 7. Efeito da dosagem hormonal, na época de castragdo 1, sobre a altura de
epitélio (AE).

Nota-se que a dosagem hormonal influenciou, quadraticamente, a altura
do epitélio, na época de castragio 1 (Figura 7), na qual atingiu um maximo de
46,6um na dosagem de 253,7mg de rbST.

Y = 40,3125 + 0,078125X - 1,73E.04X**2

R-Sq = 0,952
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Figura 8: Efeito da dosagem hormonal, na época de castraciio 2, sobre a altura do
epitélio (AE).
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Na época de castragio 2, a dosagem hormonal influenciou
quadraticamente a altura do epitélio (Figura 8), que atingiu um maximo de
49 2pum na dosagem de 227,1mg de rbST.

Na época de castragio 3, também houve influéncia quadratica da
dosagem hormonal sobre a altura do epitélio (Figura 9), a qual atingiu o valor
maximo de 53,9um na dosagem de 172,6mg de rbST.

Y = 48,75 + 0,059375X - 1,73E-04X**2
R-Sq = 0,975

*
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[} 100 200 wo 400 800
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Figura 9: Efeito da dosagem hormonal, na época de castragio 3, sobre a altura do
epitélio (AE).

Na Tabela 6 sdo mostrados os efeitos das épocas de castragio e das
dosagens hormonais sobre as relagSes entre o0 mimero de células germinativas e
o numero de células de Sertoli e entre o niimero de espermatides arredondadas e

o numero de espermatogdnias.
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Tabela 6: Efeitos das épocas de castragio (EC) e das dosagens hormonais (DH)
sobre as relagSes esperatogOnias/Sertoli (SPG/S), paquiteno/Sertoli (PQ/S),
espermatides arredondadas/Sertoli (ARR/S) e espermatides
arredondadas/espermatogénias (ARR/SPG) '

DH (mg de rbST) ECxDH~

Varidveis EC 0 250 500 Pr>F
SPG/S 1 0,0097 0,0133 0,0116 0,3516
2 0,0137 0,0179 0,0138 0,1773

3 0,0315 0,0225 0,0203 0,0034

PQ/S 1 0,0061 0,1009 0,0497 0,1908
2 0,1221 0,5260 0,4882 0,0001

3 0,4998 0,6209 0,3919 0,0001

ARR/S 1 0,0000 0,0841 0,0157 0,5557
2 0,0201 0,4882 0,0490 0,0006

3 0,6883 0,7620 0,4214 0,0063

ARR/SPG 1 0,0000 6,1740 1,3912 0,2826
2 1,4285 26,6347 3,2281 0,0003

3 21,9853 34,1516 20,7756 0,0100

Na relagdo entre o mimero de espermatogonias e o numero de células de
Sertoli, foi observado efeito linear da dosagem hormonal, na época de castragio
3 (Figura 10), sendo que a rela¢do diminuiu 38 medida em que se aumentaram as

dosagens hormonais,
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Figura 10: Efeito da dosagem hormonal, na época de castragdo 3, sobre a relagio entre o
niamero de espermetogdnias € o namero de células de Sertoli (SPG/S).

Nio se observou influéncia da dosagem hormonal, da época de castragio
e da interagdo entre a época de castragdo e a dosagem hormonal (P > 0,05) na
relagio entre o numero de espermatdcitos na fase de pré-leptéteno e o nimero de
células de Sertoli.

Na relagdo entre o nimero de espermatécitos na fase de paquiteno e o
nimero de células de Sertoli, observou-se efeito quadratico das dosagens

hormonais nas épocas de castragdo 2 e 3 (Figuras 11 e 12),
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Figura 11: Efeito da dosagem hormonal, na época de castragdo 2, sobre a relacéo entre o
namero de espermatdcitos na fase de paquiteno € o nimero de células de Sertoli (PQ/S).

Na época de castragio 2, foi observado efeito quadratico (Figura 11) da
dosagem hormonal, na relagdo PQ/S que atingiu um maximo de 0,526243 na
dosagem hormonal de 256,9mg de rbST e, a partir dessa dosagem, esta relagdo

comegou a diminuir.
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Figura 12: Efeito da dosagem hormonal, na época de castraclio 3, sobre a relagdo entre o
numero de espermatdcitos na fase de paquiteno e o nimero de células de Sertoli (PQ/S).
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A relagdo PQ/S, na época de castragdo 3, sofreu efeito quadratico

(Figura 12) da dosagem hormonal, aumentando até um maximo de 0,625166 na

dosagem de 211,5mg de rbST, e apds essa dosagem houve uma queda gradativa.

Da mesma forma que ocorreu para a relagdo PQ/S, a relagdo entre o

namero de espermatides arredondadas e o numero de células de Sertoli

apresentou efeito quadratico nas épocas de castragdo 2 e 3 (Figuras 13 e 14).
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Figura 13: Efeito da dosagem hormonal, na época de castragdo 2, sobre a
relagdo entre 0 nimero de espermitides arredondadas e o namero de células de Sertoli

(ARR/S).

A relagdo ARR/S, na época de castragio 2, sofreu efeito quadritico da

dosagem hormonal e aumentou até a dosagem de 254mg de rbST, atingindo um

méximo de 0,488355, vindo a diminuir a partir dessa dosagem.
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Figura 14: Efeito da dosagem hormonal, na época de castragdo 3, sobre a
relagdio entre o nimero de espermitides arredondadas e o mimero de células de Sertoli
(ARR/S).

Para a relagio ARR/S, na época de castragdo 3, houve, igualmente,
efeito quadritico da dosagem hormonal, aumentando a rela¢do até a dosagem de
169,4mg de rbST, atingindo valor maximo de 0,783531.

Através dos dados obtidos nas analises de regressdo, para as relagdes
entre o nimero de células germinativas e o numero de células de Sertoli, pode-se
esperar que o rbST tenha uma dosagem maxima de agio sobre as células
germinativas, a partir da qual essa a¢do decresce. As menores relagdes entre o
numero de células germinativas e o nimero de células de Sertoli, na dosagem de
500mg confirmaram a menor altura de epitélio encontrada para os animais deste
mesmo grupo, pois esta caracteristica é amplamente influenciada por estas
relagoes.

O fato de somente os espermatdcitos jovens ndo serem influenciados
pela dosagem hormonal pode ser explicado pela fase pré-pibere em que se
encontravam os animais, pois nesta fase eles ainda ndo apresentam o ciclo do

epitélio seminifero definido.



Quamto a relagdo entre o nimero de espermatides arredondadas e o
nimero de espermatogdnias, houve efeito da dosagem hormonal nas épocas de

castragdo 2 e 3 (Figuras 15 ¢ 16).

Y = 1,42854 + 0,196051X - 3,89E-04X"*2
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Figura 15. Efeito da dosagem hormonal, na época de castragio 2, sobre a
relagio entre o nimero de espermitides arredondadas e o niimero de espermatogOnias
(ARR/SPG).

Observou-se efeito quadritico da dosagem hormonal sobre a relagiio
ARR/SPG, a qual atingiu um maximo de 26,64 na dosagem hormonal de
254,6mg de rbST.
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Figura 16: Efeito da dosagem hormonal, na época de castragiio 3, sobre a relagiio entre
o nitmero de espermatides arredondadas e o niimero de espermatogénias (ARR/SPG).

Na época de castragdo 3, foi observado efeito quadratico da dosagem
hormonal sobre a relagio ARR/SPG, que atingiu um maximo de 34,18 na
dosagem de 244,5mg de rbST.

Estudos do efeito do GH sobre espermatogénese s3o poucos e, portanto,
a determinagio da dosagem e do protocolo de aplicagdo ainda sdo arbitrarios. O
protocolo de tratamento utilizado neste experimento corresponde ao mesmo
recomendado para vacas leiteiras. As dosagens utilizadas neste experimento
foram maiores que aquelas utilizadas por MacDonald & Deaver (1993) que n3o
registraram diferengas em algumas variaveis do desenvolvimento sexual.

Os resultados obtidos em outras espécies sdo inconsistentes. Chyama et
al. (1995) mostraram que, em ratos pré-puberes, ocorreu um aumento da
resposta testicular a testosterona em animais tratados com GH e Swanlund et al.
(1995) mostraram que, em suinos pré-puberes, tratados com GH ocorreu
maturagdo de células tubulares e de Sertoli.

O tratamento com as dosagens hormonais, a cada 14 dias, utilizado
nesse experimento corresponde, segundo Cardoso (1981), com a duragdo do
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ciclo do epitélio seminifero de touros zebus (Bos taurus indicus). Desse modo,
espera-se que todas as células germinativas tenham sido submetidas a influéncia

do rbST, durante o processo de espermatogénese.
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5) CONCLUSOES

A administragdo de rbST, em novilhos de corte, exerceu efeito positivo
sobre 0 ganho de peso, ganho de peso médio diirio e, também, sobre a
circunferéncia escrotal de modo dose-dependente.

Nio houve evidéncia experimental que permitisse afirmar que a
dosagem hormonal tenha influenciado as caracteristicas fisicas e morfologicas
do sémen.

Houve influéncia do tratamento com rbST sobre a altura do epitélio e os
animais tratados com 250mg de rbST mostraram altura de epitélio superior em
relagdo aos demais tratamentos.

O rbST teve influéncia sobre as células germinativas, mas devem ser
desenvolvidos mais estudos sobre esses efeitos para a determinagdo de um

protocolo adequado de tratamentos.
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