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RESUMO

Objetivou-se com este estudo verificar o efeito da somatotropina bovina (bST)
sobre o desenvolvimento sexual, caracteristicas seminais e hormonais em
bubalinos no periodo peripuberal. Um total de 20 bdfalos machos, néo
castrados, da raca Murrah (Bubalus bubalis) (12 meses de idade) foram
distribuidos em dois tratamentos (bST vs controle) em um delineamento de
blocos ao acaso com dez repeticdes. O peso corporal, escore de condicédo
corporal, biometria testicular, caracteristicas seminais e os niveis de IGF-I
foram avaliados uma vez por més durante oito meses. O ejaculado foi coletado
por eletroejaculacdo e submetido a andlise fisica e morfolégica. A andlise dos
dados foi realizada utilizando o Statistical Analysis System for Windows, SAS®.
N&o houve diferenca (P> 0,05) entre os tratamentos bST e Controle no peso e
no escore de condigdo corporal. As mensuragfes testiculares também néo
apresentaram diferencas (P> 0,05) entre os tratamentos, mas aumentaram com
a idade significativamente em uma tendéncia similar. Ndo houve efeito positivo
do tratamento com bST sobre a idade ao aparecimento dos primeiros
espermatozoéides no ejaculado (P>0,05). O bST apresentou uma tendéncia
significativa em antecipar a puberdade (P = 0,054). A motilidade, vigor e
percentual de anormalidades espermaticas ndo apresentou diferenga (P> 0,05)
entre tratamentos. Nao houve diferenca (P> 0,05) entre os tratamentos bST e
Controle nas concentragfes séricas de IGF-I. Em concluséo, o uso de bST néo
resulta em efeitos positivos sobre o desenvolvimento ponderal e sexual em
bubalinos machos no periodo peripuberal.

Palavras-chave: bST, sémen, IGF-I, bufalo



ABSTRACT

This study aimed to verify the effect of bovine somatotrophin (bST) on sexual
development, semen and endocrine traits in peripubertal buffalo. A total of 20
male Murrah buffaloes (Bubalus bubalis) (14 months of age) were randomly
distributed into two treatments (bST vs control). The body weight, body
condition score, testicular measurements, semen traits and IGF-| levels were
evaluated once a month for a year. The ejaculate was collected by
electroejaculation and physical and morphological analyzes were proceeded.
Data analysis was performed using the Statistical Analysis System for
Windows, SAS®. There was no difference (P>0.05) between bST and Control
treatments on body weight or body condition score. Testicular measurements
also showed no differences (P>0.05) between treatments, but increases
significantly in a similar trend. There was no positive effect of bST treatment on
age at first appearance of spermatozoa in the ejaculate (P> 0.05), but the bST
group showed a significant tendency to increase the number of animals
exhibiting puberty at each breeding soundness evaluation (P = 0.054). Sperm
motility, vigor and percentage of abnormalities showed no difference (P>0.05).
There was no difference (P>0.05) between bST and Control treatments on IGF-
| serum concentrations. In conclusion, the use of bST did not result in positive
effects on sexual development, semen traits and endocrine profile of male
buffaloes in peripubertal period.

Key-words: bST, semen, IGF-I, buffalo



1. INTRODUCAO

No Brasil, o efetivo de bubalinos é de 1.184.511 cabecas, onde destas,
77. 834 estdo localizadas no Maranhdo, representando o quarto maior rebanho
bubalino brasileiro (IBGE, 2010). Embora ainda pouco difundida, a
bubalinocultura estd se desenvolvendo no Pais como uma alternativa rentavel
e, a introducdo de melhorias de manejo aliadas a intensificagdo do processo
seletivo de vacas e touros em alguns rebanhos tem permitido a obtencdo de
niveis produtivos significativamente mais elevados (TONHATI et al., 2011). A
avaliacdo e melhoria de parametros reprodutivos para auxiliarem na selecéo de
tourinhos se fazem de grande importancia para a escolha de futuros
reprodutores. Neste contexto, técnicas nas quais se utiliza hormonios sintéticos
vém sendo desenvolvidas na tentativa de melhorar a eficiéncia produtiva e
reprodutiva de animais domésticos.

Ao longo de muitos anos, inUmeros pesquisadores procuram respostas
para substancias atuantes no sistema reprodutivo e tentam compreender todos
os fatores relacionados ao complexo mecanismo de regulagdo enddcrina que
envolve o hormbénio do crescimento (GH), também conhecido como
somatotropina. Este hormdnio hipofisario regula inUmeros mecanismos do
crescimento animal, metabolismo de nutrientes além de interferir nas fun¢des
reprodutivas (SOUZA, 2004).

Atualmente este horm6nio pode ser utilizado de forma exdgena e em
escala comercial. Os produtos comerciais disponiveis no mercado sao

provenientes de moléculas sintéticas de somatotropina, produzidas pela técnica
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do DNA recombinante, sendo o produto desta técnica conhecido como
somatotropina bovina recombinante (rBST) (CAMPOS, 2008).

Ha alguns anos varios trabalhos tem sido delineados com objetivo de
estudar os efeitos da rBST sobre o ganho de peso e producdo de leite em
ruminantes onde, de modo geral, 0 mecanismo de ac¢do da rBST envolve
efeitos agudos no metabolismo de tecidos corporeos, reduzindo sua
competicdo por nutrientes (HAMMOND, 1952). Ainda, se busca respostas para
os efeitos resultantes da aplica¢@o de doses suprafisiolégicas de somatotropina
no sistema reprodutivo de bubalinos (SOUZA, 2004).

Dentre os horménios que influenciam o0s mecanismos reprodutivos,
destacam-se também a insulina e o fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF), por apresentarem papel primordial na estrutura e motilidade
espermaética, favorecendo a fecundagéo (AHIMA et al., 2000; TENA-SEMPERE
e BARREIRO, 2002).

O tratamento com rBST aumenta a concentracdo plasmatica de IGF-I
cujas principais fungfes estao relacionadas a qualidade seminal. O IGF-I é um
polipeptidio secretado por células mitogénicas principalmente no figado
(SCHAMS et al., 1999; SIROTKIN, 2004) e possui receptores nos testiculos,
podendo ter grande influéncia na espermatogénese e esteroidogénese . O IGF-
| € o principal mediador da acdo do horménio do crescimento (DUARTE, 2006)
e também pode aumentar a secrecdo de testosterona. Desta forma, o IGF-I
circulante pode inicialmente autorregular a producéo de testosterona, a qual,
em resposta, estimula a secre¢cdo de IGF-I e o estabelecimento da
retroalimentacéo positiva entre IGF-I e testosterona secretada nas células de

intersticiais testiculares (Leydig) (SOUZA, 2011).
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O horménio do crescimento parece ser essencial a fertilidade, pois tem
se mostrado importante regulador de caracteristicas espermaticas especificas
(SOUZA, 2004), como por exemplo a motilidade (HENRICKS et al., 1998).

Assim, contextualizando as pesquisas anteriormente citadas, se espera
com a utilizagdo da bST, antecipar o desenvolvimento sexual e a idade a

puberdade em bubalinos machos.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar o efeito da somatotropina bovina recobinante exdégena (rBST)
sobre o desenvolvimento ponderal e sexual e hormonal em bubalinos machos

no periodo peripuberal.

2.2 Objetivos especificos

Verificar o efeito da rbST sobre:
Desenvolvimento ponderal;
Morfologia/morfometria testicular;
Caracteristicas fisicas e morfolégicas do sémen;
Idade a puberdade e/ou maturidade sexual;

Concentrac¢des sanguineas de IGF-I;

14



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Puberdade em bubalinos

Na puberdade ocorre o inicio da expressdo do potencial reprodutivo,
sendo caracterizada pelo desenvolvimento dos 6rgdos sexuais e aparecimento
das caracteristicas sexuais secundarias (ANDERSON et al.,1998). No macho a
puberdade é definida como o momento em que espermatozdides maduros
aparecem no ejaculado em animais jovens. Entretanto este evento néo
necessariamente coincide com a maturacdo das funcdes endécrinas dos
testiculos (maturacéo sexual) (GREGORY, 2012).

Assim, a puberdade é o periodo de vida em que o animal apresenta
aumento nas concentragdes de testosterona, inicio da producdo de gametas e
desprendimento do frénulo peniano. Neste periodo é possivel detectar os
primeiros espermatozdides no limen do epitélio seminifero, nas caudas dos
epididimos e no ejaculado (GUIMARAES, 2011).

Segundo Ohashi, Sousa e Vale (1988) a puberdade se estende do inicio
da ativacdo da gametogénese até seu estabelecimento regular e passa por
fases distintas desde o inicio da presenca de espermatozdides no ejaculado
até a condicédo plena de fecundacédo do sémen.

Geralmente a puberdade dos bufalos tem inicio entre os 10 e 14 meses
e vai até os 22 a 24 meses, quando atinge a maturidade sexual (VALE et al,
2004). Porém, o0 que se observa as criacées, que em grande maioria sédo
extensivas, é a ocorréncia de puberdade e maturidade sexual tardias, sendo

que as duas fases normalmente s&o caracterizadas por apresentarem
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mudancas fisiol6gicas e comportamentais, em que 0 animal passa a produzir
espermatozoéides potencialmente férteis e estd apto a reproduzir. Nesse
periodo, no qual acontece a diferenciagdo celular nos testiculos, ha grande
influéncia da somatotropina (ROCKENBACH, 2009).

No quadro 1, adaptado de AYALA (2011), estdo apresentados alguns
achados de autores sobre idade a puberdade e a maturidade sexual em
bubalinos criados sob diferentes sistemas de criagéo.

Quadro 1 — Idade a puberdade e maturidade sexual de bufalos da raca Murrah

sob diferentes sistemas de manejo.

Autor Raca Idade a Idade a Sistema
puberdade maturidade

Ohashi, Murrah, 8-9 meses 18a24 intensivo

Sousa e Vale meses

(1988)

Vale et al. Murrah 12 meses intensivo

(2002)

Ribeiro Murrah <de 15 20 meses semi-

(2006) meses intensivo)

Ribeiro Murrah 13 meses 18 meses intensivo

(2006)

Ribeiro Murrah 24 a 36 Extensivo

(2006) meses

Barbosa Murrah 19 meses Extensivo

(2007)
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3.1.1. Puberdade e a espermatogénese

Ao nascimento, o testiculo contém poucas células de Leydig funcionais,
enquanto que no limen dos tdbulos seminiferos se encontram células de
sustentagdo ou células de Sertoli, com a presenca de gondcitos que irdo dar
origem as células de linhagem espermatogénica. Logo apds essa fase, o
animal entra na fase infantil, até a idade do desmame, entre 6 a 8 meses,
guando se inicia gradualmente a secrecdo de gonadotrofinas pela hipofise
(FSH e LH), iniciando-se dessa forma a secrecdo dos horménios sexuais
masculinos, principalmente a testosterona pelas células intersticiais ou de
Leydig, iniciando-se no final desta fase o processo da espermiogénese
(SOUZA, 2004).

E no periodo da puberdade que o complexo, porém organizado,
mecanismo da espermatogénese passa a se aperfeicoar e produzir
espermatozoéides funcionais, sendo esta, um processo ciclico no qual os
gondcitos, primeiras células germinativas a habitarem os tdbulos seminiferos,
multiplicam-se e diferenciam-se em espermatogbnias (GRIFFIN, 1988) que
permanecerdo inativas até a puberdade, passando por processos de mitose e
meiose dando origem as espermatides que vao se diferenciar em
espermatozoides.

Melo (1991) afirma que em bubalinos, o periodo de 10 a 15 meses de
idade constitui a fase de transicdo de pré-puberdade a puberdade no macho,
com o peso corporal médio de 290,6 kg com 19,7 de perimetro escrotal médio

(BARBOSA, 2009).
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Segundo Ohashi (2007) a atividade espermatogénica aumenta de
maneira acelerada até 18-24 meses nos bubalinos, com tendéncia a
estabilizacdo, indicando que a partir de 24 meses de idade os animais ja estédo
aptos a iniciar atividade reprodutiva, embora ndo tenham atingido o seu pleno
desenvolvimento testicular/reprodutivo.

Os bubalinos possuem o mais curto ciclo espermatogénico dentre os
animais domésticos, com duracéo de apenas 38 dias (JANAKIRAMAN, 1988).
Nos adultos a espermatogénese € um processo continuo que pode ser dividido
em trés fases distintas: a mitética, a meidtica e a espermiogénese, onde cada
uma é caracterizada por mudancas morfolégicas e bioquimicas dos
componentes do citoplasma e nucleo celular ( BARBOSA, 2009).

Ap6s a fase puberal as mudancas quali-quantitativas da producao
espermatica ocorrem no sentido de alcancar um platd, onde o potencial
reprodutivo de um touro se faz presente. Observaram-se neste periodo
aumento no volume seminal, da motilidade espermatica progressiva, do vigor e
da concentracdo espermética total, além do decréscimo de anormalidades

espermaticas ( NETO et al., 2011).

3.2. Maturidade sexual

A maturidade sexual é alcancada quando o crescimento gonadal e
corporal, juntamente com concentracdes de testosterona e desenvolvimento
sexual, se estabilizam (GUIMARAES, 2011).

A maioria das pesquisas preconiza a maturidade sexual como a idade
em que oS animais apresentam-se com caracteristicas seminais de ho minimo

50% de motilidade espermatica progressiva e morfologia espermatica com no
18



maximo 10% de defeitos espermaticos maiores e 20% de defeitos
espermaticos menores (GUIMARAES, 2011).

Ohashi (1993) afirma que a maturidade sexual em bubalinos seria
atingida ao redor dos 24 a 30 meses de idade. Ja outro estudo afirma que,
embora com 24 meses de idade peso corporal médio de 468,6 kg e 26,2 cm de
perimetro escrotal, os animais ndo tinham atingido a maturidade sexual (MELO,

1991).

4.3. Fatores que influenciam o inicio da puberdade e

maturidade sexual em bubalinos

O momento da puberdade é alterado por numerosos fatores ambientais,
externos e internos (AMANN e SCHAMBACHER, 1983; FRENEAU, 2006).
Segundo Koonjaenak (2006) ela esta relacionada com a idade do animal e
fatores ambientais, incluindo a disponibilidade e ingestdo de alimentos. Em
condi¢cdes de Brasil, onde maior parte das criagdes é extensiva o fator de maior
impacto na puberdade é a nutricdo. Observa-se que animais criados em
sistemas intensivos ou semi-intensivos, com manejo alimentar diferenciado tém
melhor desenvolvimento corporal e entram em puberdade mais cedo que
animais criados em sistemas extensivos onde a oferta de alimentos € de menor
gualidade e o animal também sofre mais intensamente a interferéncia dos
fatores climéticos. Assim, a quantidade e a qualidade reduzida dos alimentos

durante o periodo seco do ano modulam o desenvolvimento dos animais
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tornando-o mais lento e reduzindo os indices de produtividade | Referéncias
atuais

Vale et al. (2001), sugerem que a maturidade sexual de machos bufalos
ocorre com 30-36 meses de idade e com perimetro escrotal superior a 30 cm.
O perimetro escrotal ideal para touros da raca Murrah entre 30 e 36 meses de
idade esta em torno de 30+3,6 cm (27 a 33 cm), havendo um crescimento
linear e correlacionado entre o perimetro escrotal, o peso corporal e a idade do
animal (VALE et al., 2001, 2004, BARBOSA, 2009).

Alguns autores consideram o bufalo como um animal tardio quando
comparado ao bovino europeu. Porém outros autores ndo concordam com
esse atributo, preferindo fundamentar o fato dessa espécie apresentar uma
eficiéncia reprodutiva inferior a do bovino europeu e zebuino, no manejo
deficiente ou a selegdo inadequada a que esta espécie tem sido submetida
(HAFEZ, 1954; VALE et al., 1988, 1990, 2001; VALE, 2004).

O peso corporeo acumulado do animal em relacdo a idade segue uma
curva sigmoide tendo o ponto de inflexdo na puberdade. Esta curva é composta
por uma fase de pré-puberdade considerada de autoaceleracao e outra de pés-
puberdade ou de autoinibicio (OWENS et al., 1993), sendo que da concepcéo
a puberdade, o crescimento é acelerado e rapido devido ao desenvolvimento
dos tecidos 0sseo e muscular ativados pela liberagdo de horménios proteicos

de crescimento (CERVIERI, 2002; SEIXAS, 2006).
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3.4. Fator de crescimento semelhante a insulina

Os IGFs (IGF-I e IGF-Il) sdo fatores de crescimento peptidicos que
apresentam elevado grau de homologia estrutural com a pré-insulina e tém
atividade sobre o metabolismo intermediario, a proliferacéo, o crescimento e a
diferenciacéo celular. O IGF-I e o IGF-Il sdo moléculas de cadeia Unica com
pesos moleculares de 7.649 e 7.471 daltons, respectivamente, e compartilham
residuos idénticos em 45 posicbes e 62% de homologia entre si (JONES, 1995;
MARTINELLI, 2008).

As duas formas de IGF, IGF-l e IGF-ll, guardam grande homologia
estrutural com a molécula de insulina, 0o que permite aos IGFs, além de
exercerem suas ac¢bes via receptores especificos (receptor tipo | e tipo II),
ligarem-se também aos receptores de insulina, que apresentam estrutura
semelhante ao receptor tipo-l dos IGFs, ou ainda a receptores hibridos
compostos por um hemi-receptor tipo-l e um hemi-receptor de insulina
(MARTINELLI et al., 2001). O IGF-Il é a forma preponderante na circulagéo,
com concentracbes cerca de 3-4 vezes superiores a do IGF-l, mas,
distintamente do descrito em relagdo ao IGF-I, suas concentragées sdo pouco
influenciadas pelo GH (JONES, 1995; MARTINELLI et al., 2001). Além da
estrutura, o IGFI possui fungBes semelhantes as da insulina tais como,
promover aumento da captagéo de glicose e atividade de sintese proteica (SA
FILHO, 2006).

Os IGFs sdo produzidos na maioria dos 6rgdos e dos tecidos do
organismo, visto que sua secre¢do ocorre a medida que sdo produzidos, nao
existindo um 6rgdo de armazenamento. Sabe-se, atualmente, que para o
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crescimento ser adequado tanto o IGF circulante de origem principalmente
hepatica, quanto os IGF produzidos nos tecidos sdo fundamentais. Este
conceito reforga a importancia das agfes enddécrinas, paracrinas e autécrinas
dos IGFs (SJOGREN et al., 1999,YAKAR, 2002; MARTINELLI, 2008).

Diversos fatores estdo envolvidos na regulagéo da sintese dos IGFs. O
GH é um dos principais promotores da producdo de IGF-I, cuja sintese é
também estimulada pelos hormoénios tireocideanos, esteroides sexuais, insulina
e influenciada pelo estado nutricional, dentre outros fatores (JONES, 1995;
MARTINELLI et al., 2001).

Além do hipotalamo e hipofise, receptores para IGF-I foram também
identificados nos testiculos (FLORES et al, 1998), com alguma
imunorreatividade detectada nas células de Leydig e Sertoli em humanos.
Estes receptores foram também observados em espermatdcitos secundarios e
espermatides jovens na espécie humana segundo Vanelli et al. (1988), além de
outras estruturas presentes no sistema reprodutivo masculino (SOUZA, 2004).

A concentracdo de IGF-I, baixa ao nascimento, eleva-se lenta e
gradualmente durante a infancia, apresenta pico significativo durante a
puberdade e volta a cair na idade adulta, estabilizando-se em patamares
superiores aos observados na infancia (UNDERWOOD, 1985).

No inicio da puberdade, a elevacdo endoégena dos hormdnios sexuais
acompanha-se de aumento na frequéncia e na amplitude dos pulsos de GH,
com aumento de até duas a dez vezes da quantidade de GH secretada a cada
pulso (MARTINELLI, 2008). Concomitantemente as alteracdes da secrecdo de
GH, ocorrem alteragdes nas concentracdes dos integrantes do sistema IGF,

algumas delas como consequéncia direta da elevacao das concentracfes de
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GH. As concentracbes de IGF-I elevam-se de maneira significativa durante a
puberdade, sem alteracBes importantes nas concentracbes do IGF-II
(MARTINELLI, 2005, 2008; UNDERWOOD, 1985; BLUM, 1988).

Apés a puberdade, apesar da persisténcia de concentracBes elevadas
de esteroides sexuais, a secrecdo de GH gradualmente retorna a patamares
mais baixos, sugerindo a participacdo de outros mecanismos reguladores da
secrecdo de GH (MARTINELLI 2008;).

Henricks et al.(1998), em estudo com bovinos, notaram a presenca de
receptores para IGF-I no espermatozoide, a presenca desde fator no sémen, e
a habilidade do IGF-I em estimular a motilidade e progressividade espermética.

Em suinos ha evidéncias de que o IGF-lI estimula a proliferacdo e
diferenciacdo das células de Leydig, a producédo de testosterona (LIN et al.,
1986a), aumento no nimero de receptores para LH/hCG (PERRARD-SAPORI
et al, 1987). O IGF-l é considerado um importante fator para o
desenvolvimento de células germinativas e para a maturacdo do
espermatozéide (SOUZA, 2004) e na ativacdo da motilidade esperméatica

durante a ejaculagéo (SILVA, 2010).

3.5. 0 eixo somatotropico e a reproducao

A secrec¢do de hormbnio do crescimento (GH) das células somatotréficas
da hipdfise anterior € modulada por influéncias hipotalamicas estimulatérias e
inibitérias (SILVA, 2003)sendo determinada, principalmente, por uma complexa
inter-relacdo entre dois peptideos hipotalamicos, o hormdnio liberador de GH

(GHRH) e a somatostatina (SRIF), que inibe a secrecdo de GH. Além do GHRH
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e da SRIF, diversos outros fatores interferem na secrecao de GH, atuando
diretamente sobre a hipofise ou sobre a liberacao destes fatores hipotalamicos,
tais como neurotransmissores (horadrenalina, serotonina, dopamina,
acetilcolina), horménios periféricos (glicocorticoides, horménios tireoidianos,
esterdides sexuais, insulina), e fatores metabdlicos (glicemia, acidos graxos
livres, aminoacidos e quantidade de gordura corporal) (LENGYEL, 1992;
SILVA, 2003).

O GH é um dos principais promotores da producéo de IGF-I, cuja sintese
€ também estimulada pelos hormoénios tireoideanos, esterdides sexuais,
insulina e influenciada pelo estado nutricional, dentre outros fatores
(MARTINELLI JR, 2001).

E considerado evidente que o GH e o IGF-I podem exercer efeitos
estimulatérios e/ou sinérgicos em diferentes niveis do eixo hipotalamo-
hipofisario-gonadal e no trato reprodutivo (CHANDRASHEKAR, 2004). Sendo
assim, o GH é considerado importante modulador das func¢des reprodutivas
(HULL, 2001).

A importdncia do GH para a funcdo reprodutiva no macho foi
inicialmente deduzida da verificacdo de que a puberdade sofria atraso em
homens com deficiéncia do hormonio e que tal situacdo poderia ser revertida

com aplicacdo de GH, conforme observou Sauerwein et al. (2000).

3.6. Somatotropina recombinante bovina

A somatotropina tem a capacidade de agir nos tecidos muscular,
adiposo e hepatico. Seus principais efeitos sdo observados no aumento dos

tecidos esqueléticos e musculares, no aumento da disponibilidade de glicose
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na circulacdo e no estimulo sobre o péncreas para a liberacdo de insulina
(PRADO et al., 2003).

Visando inicialmente o aumento da producgdo leiteira em ruminantes
(BORGES et al., 2001b), foram desenvolvidos processos de producdo da
somatotropina bovina recombinante (rBST) em escala industrial, a partir da
técnica de DNA recombinante em Escherichia coli (SANTOS et al., 2001).

Apos a aplicacdo de bST, sua concentragdo maxima no plasma ocorre
no intervalo de dois a trés dias, permanecendo significativamente alta por volta
de sete dias, alcancando niveis basais até 14 dias apds aplicacdo
(RODRIGUES, 2008).

Segundo Lucy et al. (2000), a maior influéncia da rbST na reproducao é
feita de modo indireto, através do IGF-l. O tratamento com rbST eleva a
concentracdo sanguinea de GH, dose dependente, a qual € acompanhada de
elevacao dos niveis de IGF-I (FURLAN,1998). O uso do rbST pode melhorar as
taxas de fertilizacdo, por agir sobre as caracteristicas esperméticas ou
favorecer seu metabolismo (SOUZA, 2004). Contudo diante dos mecanismos
gue a somatotropina bovina exdgena pode exercer sobre as acdes fisioldgicas,
metabdlicas e hormonais no desenvolvimento sexual, ha possibilidade de

melhorias quanto ao surgimento da puberdade.

HIPOTESE

O tratamento com somatotropina bovina (bST) tem efeito positivo sobre
o desenvolvimento ponderal e sexual de bubalinos machos no periodo

peripuberal.
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4. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido em uma propriedade rural localizada no
municipio de Sao Mateus na regido central do Estado do Maranhé&o (regido do
Médio Mearim) (04° 02' 30" S/ 44° 28' 30" W), entre maio de 2013 e janeiro de
2014. O clima da regido € do tipo tropical com temperaturas médias entre 26,5
e 28,4° C e chuvas concentradas em verdes quentes conforme classificacdo
Cwa (ADAS, 1983).

Conforme especificado adiante, o manejo dos animais, mensuracdes
testiculares, colheitas de material bioldgico e avaliacao fisica do sémen foram
realizados na propriedade rural.

As caracteristicas morfolégicas dos espermatozoéides foram analisadas
no Laboratério de Reproducédo Animal da Universidade Federal do Maranh&do —
UFMA e os ensaios hormonais foram realizados no Laboratério de
Endocrinologia Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade

Estadual Paulista, Campus de Aragatuba. (FMVA - UNESP).

4.1. Animais experimentais e manejo zootécnico

Foram utilizados 20 machos bubalinos, ndo castrados, da raca Murrah
(Bubalus bubalis) com idade inicial de 12 meses. Os animais foram mantidos
em regime de pastejo, em piquetes constituidos por Brachiaria decumbens,

suplementacao mineral e agua ad libitum.
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Tabela 1. Niveis dos componentes do suplemento mineral oferecido por

quilograma do produto (Fosbovi 20).

Célcio (min) 107,00 g/kg
Calcio (méx) 132,00 g/kg
Fdésforo (min) 88,00 g/kg
Enxofre (min) 12,00 g/kg
Sédio (min) 126,00 g/kg
Cobalto (min) 55,50 mg/kg
Cobre (min) 1.530,00 mg/kg
Ferro (min) 1.800,00 mg/kg
lodo (min) 75,00 mg/kg
Manganés (min) 1.300,00 mg/kg
Selénio (min) 15,00 mg/kg
Zinco (min) 3,630,00 mg/kg
Fldor (méx) 880,00 mg/kg

4.2. Delineamento experimental

Visando a distribuicdo homogénea das unidades experimentais nos
respectivos tratamentos, foram realizadas mensuracdes prévias de peso
corporal e biometria testicular, além de tentativas de colheita de sémen para
certificar que os animais ainda ndo haviam atingido a puberdade.

Os bubalinos foram distribuidos em dois grupos de 10 animais cada
(bST vs Controle) em um delineamento de blocos ao acaso com 10 repeticdes.
Os animais do grupo bST foram submetidos a administragéo via subcutanea de
somatotropina bovina recombinante (rBST; Boostin; Laboratérios Elanco;
Brasil) a cada 14 dias, e os animais do grupo Controle serviram como
testemunha e receberam placebo (soro fisiologico) pela mesma via de
administracdo, volume e intervalo entre aplicagfes. A quantidade administrada
de rbST foi realizada de acordo com a Escala Alométrica para as Taxas
Metabdlicas Interespecificas (WEST & BROWN, 2005) que calcula e estima

dosagens entre animais de diferentes pesos via alometria exponencial.
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Tabela 2. Dosagem de bST e placebo aplicadas a cada 14 dias a partir do dia O

até o dia 252 do periodo experimental conforme a Escala Alométrica.

Dias Oe28 56,84 ¢ 140 168 196 224 e 252
112

Tratamento | Cont bST Cont bST Cont bST Cont bST Cont bST Cont bST

Dose(mL) | 1,2 12 12 13 13 13 14 13 15 14 14 14

4.2.1. Desenvolvimento ponderal e biometria testicular

No inicio do periodo experimental, na ocasido das aplicacdes dos
farmacos, foi realizada a pesagem e a avaliacdo androlégica dos animais. As
pesagens foram realizadas a cada 28 dias com a utilizagdo de uma balanca
eletrbnica e o escore de condi¢do corporal através de observacdo visual da
cobertura muscular e de gordura sobre a regido lombar, costelas e paleta,
numa escala de um a cinco segundo o critério adotado por Machado et al.,
(2008).

O perimetro escrotal (PE) foi aferido por meio de uma fita métrica
flexivel, na posicdo mediana do escroto, no ponto de maior dimensédo
horizontal, envolvendo as duas gdnadas e a pele escrotal. Empregando-se
paquimetro, foi medido o comprimento testicular (COMP), medida tomada no
sentido dorso-ventral de cada testiculo, excluindo a cauda do epididimo. O
diametro testicular ou espessura dos testiculos (DIAM) foi aferido mensurando-
se a maior distancia no sentido cranio-caudal de cada testiculo. Os valores

finais de comprimento e didmetro testiculares expressam a média dos dois
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testiculos. O volume testicular foi calculado empregando a formula do cilindro
(FIELDS et al., 1979):

VOL=2[(r2) x 1 x h],

onde r = raio (DIAM/2), h = comprimento ou altura (COMP) e T = 3,14.

Segundo a equac&o, o volume foi expresso em cm® e representa os dois
testiculos somados. A forma dos testiculos foi determinada pela razéo
matematica entre o didmetro e o comprimento (DIAM/COMP), segundo Bailey
et al. (1998), numa escala de 0,5 a 1, onde 0,5 significa DIAM = 1/2 COMP e 1
significa DIAM = COMP. Em funcido desta escala, foram estabelecidas as
seguintes formas testiculares:

* razdo < 0,5 = longo;

* razao entre 0,51 e 0,625 = longo/moderado;

* razdo entre 0,626 e 0,750 = longo/oval;

* razdo entre 0,751 e 0,875 = oval/esférico;

* razdo > 0,875 = esférico.

4.2.2 Avaliagao seminal

Foram realizadas 11 colheitas de sémen iniciadas as 7 horas da manh4,
com intervalo de 28 dias, totalizando 280 dias de experimento. A primeira
colheita foi realizada imediatamente antes da primeira administracdo de bST no
grupo tratado. O método utilizado para realizar as tentativas de colheita de
sémen foi a eletroejaculacdo. A qualidade seminal foi acompanhada por meio
de espermograma (volume, motilidade, vigor, concentracdo e andlise
morfolégica), conforme preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reproducéo

Animal (1998).
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A avaliacdo da motilidade e vigor espermaéticos foi realizada de imediato
pela deposicdo de uma goticula de sémen entre lamina e laminula previamente
aquecidas a 37°C e levadas a microscopia de luz com aumento de 400 vezes.
A motilidade foi expressa como o percentual de espermatozoides méveis e, 0
vigor, representando a forca do movimento e a velocidade dos
espermatozoides, sendo classificado numa escala de zero a cinco, onde zero
caracteriza a auséncia de movimento e cinco um movimento vigoroso e veloz
dos espermatozoides (COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL,
1998).

Aliguotas de sémen foram preservadas em solu¢do formol-salina
tamponada (Hancock, 1957), e mantidas em temperatura ambiente para
avaliacdo subsequente da morfologia espermatica. Para a avaliacdo desta, foi
empregada a técnica de coloracdo dos espermatozoides utilizando o rosa
bengala realizando a andlise do sémen em microscopia de luz convencional
com aumento de mil vezes. As anormalidades espermaticas foram registradas
seguindo a localizacdo das mesmas em anormalidades de cabeca, peca
intermediaria e peca principal (COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO
ANIMAL, 1998). Os defeitos também foram classificados em maiores e
menores seguindo a classificacdo proposta por Blom (1973).

A metodologia utilizada para definir a ocorréncia da puberdade seguiu
aguela proposta por Garcia et al. (1987). Foram considerados animais puUberes
aqueles que apresentaram, em exame androlégico, pela primeira vez,
espermatozéides mdbveis no ejaculado, na condicdo de terem sido

considerados ndo-puberes na avaliagdo anterior.
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4.2. 3. Determinacao das concentracgoes de IGF-I

Imediatamente apds as colheitas de sémen, amostras de sangue foram
coletadas por venopuncéo jugular diretamente em frascos sem anticoagulante
para obtencdo de soro. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 200g
por 20 minutos e estocadas a uma temperatura de -20°C até a ocasido da
andlise.

As concentracbes de IGF-I foram dosadas por ensaio

imunorradiométrico (IRMA) pelo Kit IRMA ACTIVE DSL-5600.

4.3 Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada com auxilio do software Statistical
Analysis System for Windows SAS® (SAS, 2001). Através do aplicativo
GUIDED DATA ANALISYS do SAS®, os dados foram testados quanto a
normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias, sendo verificada
a necessidade de transformacgéo dos dados (logaritmo na base 10 — Logip X;
Raiz quadrada — RQ X; Quadrado — X?), de tal modo que esses atendessem as
pressuposi¢cdes da andlise de variancia.

As variaveis dependentes de distribuicdo normal (paramétricas) foram
expressas em média e erro padrdo da média (média + EPM) e analisadas por
ANOVA para medidas repetidas no tempo usando o aplicativo PROC MIXED
do SAS® e as de distribuicdo n&do-normal (ndo-paramétricas) pelo teste de

Wilcoxon (Aplicativo PROC NPARIWAY WILCOXON do SAS®).
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Para as variaveis aparecimento dos primeiros espermatozéides no
ejaculado alcance da puberdade e maturidade sexual, foi adotada a distribuic&o
Binomial e as andlises foram realizadas pelo PROC GLIMMIX do SAS®

As variaveis classificatorias (independentes) consideradas no modelo
estatistico para verificag@o dos efeitos e intera¢des foram animal e momento da
coleta de dados. As variaveis resposta (dependentes) analisadas de acordo
com os procedimentos experimentais foram desenvolvimento ponderal e
biometria testicular e determinacéo das concentracdes de IGF-I

O nivel de significancia para rejeitar HO (hipotese de nulidade) foi de 5%.

5. RESULTADOS

5.1. Desenvolvimento ponderal e testicular

N&o houve efeito da bTS sobre o peso corpoéreo (P=0,21) nem sobre o
escore de condigdo corporal (ECC) (P=0,24) durante o periodo experimental.
Também ndo houve interacdo entre tratamento x coleta (P=0,99) e (P=0,72),
mas sim efeito do dia de coleta (P=0,0001), mostrando que com o avan¢o da
idade houve um aumento continuo e progressivo no peso corporal e
diferenciagdo do ECC dos animais no decorrer do periodo experimental (Figura
1).

O peso corporal ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos, iniciando no dia 0 aos 12 meses de idade e médias 248,0+5,8 e

248,3%6,4, finalizando no dia 280 com 22 meses de idade e médias 303,1+8,0
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e 309,0+8,0 para os grupos controle e bST, respectivamente. O ganho de peso
diario geral no periodo foi de 207 gramas/dia (Controle = 197g/dia; bST =
217g/dia; P> 0,05).

O ECC também ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos em nenhum dos dias de coletas iniciando na coleta 0 com médias
3,2+0,1 e 3,1+0,1 e finalizando no dia 280 com médias 3,0+0,0 e 2,8+0,0 para

0s grupos controle e bST, respectivamente.
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- @ eeenees @ [S]
& b
150 - - 2,5
Trat: P=0,24
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0 28 56 84 112 140 168 196 224 252 280
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Figura 1. Peso (linhas continuas) e escore de condi¢ao corporal (ECC)
(linhas tracejadas), em bubalinos machos tratados (circulos sélidos) ou n&o
(circulos abertos) com bST.

Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos quanto ao
perimetro escrotal (P=0,17; Figura 2), comprimento (P=0,07) e largura testicular
(P=0,17) (Figura 3) e volume testicular (P=0,27; Figura 4). Tanto o grupo bST
quanto o grupo controle sofreram efeito de dias de coleta (P<0,0001)

mostrando incremento no desenvolvimento testicular.
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As formas testiculares avaliadas nos tratamentos ndo apresentaram

diferenca mantendo uma média geral na razdo do calculo matematico entre

0,51 e 0,62 o que os caracteriza como tendo formato testicular

longo/moderado, exceto no dia 280 em que 0 grupo controle apresentou uma

média de 0,63+0,04 sendo assim considerado longo/oval (razdo entre 0,63 e

0,75) enquanto o grupo bST, com média 0,57+0,01, manteve-se com a forma

testicular longo/moderado.
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Figura 2. Perimetro escrotal em bubalinos machos tratados (linha

continua com circulos sélidos) ou ndo (linha tracejada com circulos abertos)

bST.
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Figura 3. Comprimento (linhas continuas) e largura testicular (linhas

tracejadas) em bubalinos machos tratados (circulos sélidos) ou néo (circulos

abertos) com bST.
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Figura 4. Volume testicular (VT cm3) em bubalinos machos tratados

(linha continua com circulos solidos) ou ndo (linha tracejada com circulos

abertos) com bST.
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Quanto a presenca de espermatozéides no ejaculado (mdveis ou
imoveis), ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 5). A
porcentagem de animais com presenca de espermatozoides imoveis no
ejaculado pdde ser observada primeiramente em um animal do grupo bST
(10%) no dia 28 (coleta 2), permanecendo inalterado até o dia 84, que
corresponde a coleta 4, na qual ocorreram espermatozoéides imdveis também
no grupo controle (10%).

N&o houve efeito de tratamento (P=0,33), nem interagdo tratamento X
dia (P=0,98), mas houve efeito de dia de coleta (P<0,0001), caracterizando o
surgimento de animais apresentando espermatozdides no decorrer do

experimento, independentemente do tratamento com bST.
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Figura 5. Curva de sobrevivéncia da presenca de espermatozoides (%)
no ejaculado em bubalinos machos tratados (linha continua com circulos

sé6lidos) ou néo (linha tracejada com circulos abertos) com bST.
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No dia 112 foi registrado o primeiro animal pubere, pertencente ao grupo
bST e na coleta seguinte no dia 140 foi registrado o primeiro animal pubere do
grupo controle. Ao final do experimento, no dia 280, o percentual de animais
puberes foi de 70% no grupo bST e 50% no grupo controle.

Na figura 6, se pode notar que o grupo bST apresentou tendéncia
(P=0,054) a um maior percentual de animais apresentando puberdade.
Podemos observar também que houve efeito de dias de coleta (P<0,0001)
mostrando uma evolugdo no surgimento de animais puberes em ambos 0s

grupos.
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Figura 6. Curva de sobrevivéncia da presenca de espermatozoides
moveis (pubere) no ejaculado em bubalinos machos tratados (linha continua

com circulos sélidos) ou nédo (linha tracejada com circulos abertos) com bST.
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5.2. Caracteristicas fisicas e morfologicas do ejaculado

Os resultados apresentados adiante para caracteristicas fisicas e
morfolégicas do ejaculado sdo baseados nas médias somente dos animais nos
quais foram encontrados espermatozéides no ejaculado. Estes ajustes séo
decorrentes de eventuais insucessos nas tentativas de coleta por
eletroejaculagéo.

N&do houve efeito geral de tratamento com bST sobre a motilidade
(P=0,89) (Figura 7) e o vigor espermaticos (Figura 8) (P=0,55). N&o foi possivel
analisar os tratamentos no dia 168 por ndo se ter obtido éxito na

eletroejaculac&o no grupo controle.
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Figura 7. Motilidade espermatica em bubalinos machos tratados (linha
continua com circulos sélidos) ou nao (linha tracejada com circulos abertos)

com bST.

1: Tendéncia a um efeito significativo (P<0,1).

*Nenhum animal do grupo controle respondeu a eletroejaculagao no dia 168.
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** N&do pdde ser comparado por corresponder ao valor de um Unico animal, ndo

apresentando assim EPM.
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Figura 8. Vigor espermético em bubalinos machos tratados (linha
continua com circulos sélidos) ou nao (linha tracejada com circulos abertos)
com bST.

1: Tendéncia a um efeito significativo (P<0,1).
*Nenhum animal do grupo controle respondeu a eletroejaculagao no dia 168.

*** Ndo pdde ser comparado por corresponder ao valor de um Unico animal, ndo

apresentando assim EPM.

Os resultados das andlises morfoldégicas esperméticas estéo

apresentadas nas figuras 9 a 13.
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Fig. 9. Defeitos espermaticos maiores (linhas continuas) e menores

(linhas tracejadas) em bubalinos machos tratados (circulos soélidos) ou nao

(circulos abertos) com bST.

1: Tendéncia a um efeito significativo (P<0,1).

**Nenhum animal do grupo controle respondeu a eletroejaculagdo no dia 168.
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Figura 10. Defeitos de Gota Citoplasmatica Proximal (linhas continuas) e
Distal (linhas tracejadas) em espermatozoides de bubalinos machos tratados
(circulos sdlidos) ou nao (circulos abertos) com bST.

*Diferenca significativa (P<0,05).

*Nenhum animal do grupo controle respondeu a eletroejaculacdo no dia 168.

** Ndo pdde ser comparado por corresponder ao valor de um Unico animal, ndo

apresentando assim EPM.
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Figura 11. Defeitos de Cabeca em espermatozéides de bubalinos
machos tratados (linha continua com circulos sélidos) e nao tratados (linha

tracejada com circulos abertos).

** Nenhum animal do grupo controle respondeu a eletroejaculacdo no dia 168.
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Figura 12. Defeitos de peca intermediéria (linhas continuas) e de peca
principal (linhas tracejadas) em espermatozéides de bubalinos machos tratados

(circulos sodlidos) ou ndo (circulos abertos) com bST.
1: Tendéncia a um efeito significativo (P<0,1).
** Nenhum animal do grupo controle respondeu a eletroejacula¢é@o no dia 168.

** N&do pdde ser comparado por corresponder ao valor de um Unico animal, ndo

apresentando assim EPM.
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Figura 13. Defeitos Totais de espermatozdides em bubalinos machos
tratados (linha continua com circulos soélidos) ou ndo (linha tracejada com
circulos abertos) com bST.

*Nenhum animal do grupo controle respondeu a eletroejaculacdo, ndo podendo assim

ser comparado os resultados de morfologia no dia 168.

5.3. Concentracoes de Fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF-I)

As concentragbes sanguineas de IGF-I ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos (P=), sendo que houve uma tendéncia a
maior concentracdo para o grupo controle (451,05+40,3) do que o grupo bST
(364,37+28,0) no dia 280. Também foi observado efeito de dias de coleta
(P<0,0001) indicando mudancas nas concentracbes nos diferentes dias,
ocorrendo de forma similar para os dois grupos. Neste estudo, além de nao
ocorrer efeito do tratamento, ndo houve interagdo entre tratamento e dias de

coleta.

44



600 -
Trat: P=0,87

wv
o
o

| Dia: P<0,0001 %
Tratx Dia: P=0,71 ’

IGF1 (ng/mL)
w A
o o
S o

N

o

o
1

0 28 56 84 112 140 168 196 224 252 280
Dias

—— pST **-O-** Controle

Figura 14. Dosagem de IGF-lI (ng/mL) de bubalinos machos tratados
(linha continua com circulos solidos) ou ndo (linha tracejada com circulos

abertos).

1: Tendéncia a um efeito significativo (P<0,1).

6. DISCUSSAO

A hipétese inicial do presente estudo de que a administracdo de
somatotropina bovina (bST) teria efeito positivo sobre o desenvolvimento
ponderal e sexual de bubalinos machos no periodo peripuberal foi rejeitada.

N&o houve efeito da bST no aumento de peso corpoéreo, tampouco no
escore de condicéo corporal (ECC). Nos meses referentes as coletas dos dias
56, 84 e 112, quando a oferta de forragem foi menor, os animais apenas
mantiveram o peso registrado na coleta anterior. O peso corporal ndo diferiu
entre os grupos controle e bST mantendo-se um crescimento similar entre eles

no decorrer do experimento, apresentando uma curva de crescimento ja
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esperada para a espécie (OWENS et al., 1993). A reducédo do ECC também é
fisiolégica no periodo peripuberal, pois o desenvolvimento dsseo € maior em
relagdo a musculatura e deposi¢do de gordura, quando o animal atinge seu
crescimento maximo o desenvolvimento ésseo cessa e a musculatura e
deposicéo de gordura sédo bem mais acentuadas (CUNNINGHAM, 2004).

Estes resultados condizem com os encontrados por Moreira et al. (2002)
que, administrando 0,15 mg kg/PV/dia de bST, em bezerros mesticos
(Simental/Nelore) criados a pasto ad libitum e em “creep-feeding” (complexo
mineral-protéico (Nutrumin® creep feeding) com 19% de PB e 77% de NDT,
mostram que o bST ndo promoveu aumento para o ganho de peso vivo. Vann
et al. (1998), trabalhando com uma dosagem de 0,09 mg Kg/PV/dia de bST,
ndo relataram aumentos no ganho de peso final. Assim como Chardulo et al.
(1998), empregando uma dosagem de 250 mg a cada 14 dias, que
compararam em seu estudo o efeito do bST entre bezerros Nelore e mesticos
Nelore x Simental confinados e ndo encontraram diferencas no ganho de peso
diario e peso vivo final em nenhuma das ragas estudadas.

O perimetro escrotal aqui observado aproxima-se dos registrados para
os bubalinos Murrah nesta faixa etaria. Vale et al. (2004) encontraram dos 12
aos 23 meses de idade médias que variavam de 21 a 25cm em touros jovens
Murrah, entretanto, inferior ao encontrado por Ohashi (2011), em bubalinos
mesticos (Mediterraneo x Murrah) que, entre 13 e 24 meses, 0 perimetro
testicular variou de 23,7 a 28,2cm. Ja Ayala (2011) estudou bufalos mesticos
(Murrah x Mediterraneo) criados em sistema extensivo e observou médias

entre 12,9 e 18,8cm aos 12 a 20 meses de idade e de 22,8 aos 22 meses.
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Barbosa (2009), trabalhando com bubalinos em sistema intensivo e em
sistema extensivo, concluiu que quanto mais intensivo € o manejo dos animais,
maior sera o perimetro escrotal. Quanto aos tratamentos, ndo houve diferenca
significativa, correspondendo aos resultados obtidos por Amorim (2004), que
comparando o efeito do bST (500mg) entre touros de faixas etarias médias de
13,37 meses e 20,62 meses, ambos Nelore, ndo tendo observado diferenca
significativa. Esses dados também séo confirmados por Garcia (2005) que em
seu estudo com touros Simental, ndo encontrou efeito significativo da bST.

Ja em um trabalho realizado com novilhos de corte e aplicacdes de 250
e 500 mg de bST foi relatado que houve efeito do bST sobre o perimetro
escrotal (Gomes, 2001).

O volume testicular, calculado utilizando a férmula do cilindro de Fields
et al. (1979) através do diametro e comprimento testicular, também nao diferiu
entre tratamentos. Esses dados também correspondem aos achados por
Amorim (2004) reportando que ndo houve efeito do bST sobre o volume
testicular tanto em touros jovens quanto em adultos. Em mensuracdes
testiculares de 70 bufalos mesticos Murrah x Jafarabadi ndo tratados com bST,
Pacheco et al. (2005) encontraram aos 12, 18 e 24 meses de idade, volume
testicular médio de 244,45; 598,60 e 1162,68cm?3 respectivamente. Neste
estudo, o volume testicular referente aos 12 meses foi proximo, com 253,1cm3.
Porém, dos 18 aos 24 meses foram consideravelmente menores, sendo de
204,0 e 238,8cm3, respectivamente.

O formato testicular ndo sofreu alteracdo durante o periodo
experimental, exceto aos 22 meses de idade em que a média do grupo controle

passou de longo/moderado a longo/oval. Esta mudanca no formato testicular &,
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de certo modo, esperada que ocorra com a idade, pois segundo Unanian et al.
(2000) os animais nesta fase encontram-se em desenvolvimento e os testiculos
crescem tanto em largura como em comprimento.

Conforme descrito nos resultados, os animais criados em sistema de
pastejo extensivo ndo apresentaram espermatozoides no ejaculado (tanto
moveis quanto imdveis) aos 12 meses de idade. Aos 14 meses 0 grupo bST
apresentou espermatozoides imdveis no ejaculado (10%) enquanto que no
grupo controle isto ocorreu aos 15 meses.

Neste quesito houve apenas efeito do tempo, pois ambos os grupos
apresentaram um aumento no percentual de animais com espermatozoides
imoveis no ejaculado ao longo das coletas sucessivas (P<0,0001). Esta € uma
caracteristica reprodutiva fisioldgica, pois o0s testiculos ainda em
desenvolvimento aumentam gradativamente sua responsividade aos comandos
hipofisarios, sofrendo agcao dos horménios FSH e LH e originando a secregéo
de horménios sexuais secundéarios. No final desta fase € que se inicia o
processo de espermatogénese quando entdo, o animal atingira a puberdade
(VALE e AGUIAR, 2006).

A puberdade, caracterizada pela presenca de espermatozéides moveis
no ejaculado, foi registrada nesta pesquisa pela primeira vez aos 16 meses no
grupo bST (10%) e aos 17 no controle, alcangando, aos 22 meses de idade,
70% e 50 % dos animais dos respectivos grupos.

N&o se observou efeito do bST sobre a precocidade reprodutiva dos
animais quanto a antecipacéo da puberdade, resultados estes que corroboram
com o achado por Rodrigues (2010) em que a utilizacdo de rbST em fémeas

caprinas em crescimento ndo alterou os parametros de precocidade sexual.
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Mellado et al (2012) estudando caprinos jovens recebendo duas dietas com
niveis energéticos adequados (dieta padréo, 2,36 EM e dieta aumentada, 2,95
EM) com ou sem aplicacdes de bST observaram que ambas as dietas com
aplicacbes crbnicas de bST melhorou a taxa de crescimento, no entanto
nenhum destes efeitos alterou o perimetro escrotal final, metabdlitos
sanguineos e producdo de esperma. Ribeiro et al (2006) em sua pesquisa
sobre ocorréncia da puberdade em animais criados em sistema intensivo ou
extensivo observou que criados intensivamente 0s animais atingiam a
puberdade até os 15 meses de idade, ja os animais criados extensivamente
atingiram puberdade aos 24 meses de idade. Neste estudo, considerando
todos os 20 animais experimentais, aos 22 meses de idade 60% dos animais
se encontravam puberes aproximando-se ao observado pelo autor na condicao
de manejo extensivo.

A puberdade tardia neste caso pode ter ocorrido devido a criacdo dos
animais em sistema extensivo e as variagbes sazonais na oferta de forragem
de qualidade principalmente no periodo seco, pois segundo Miranda Neto
(2011) a quantidade e a qualidade de alimento reduzida modulam o
desenvolvimento dos animais tornando-o mais lento.

Fourie et al. (2004) avaliando carneiros jovens criados em dois sistemas,
intensivo e extensivo, observou que animais criados em sistema intensivo
apresentaram maior perimetro escrotal, porém afirma que quantidades grandes
de energia fornecidas ad libitum, resultam em maior acimulo de gordura,
prejudicando a qualidade das caracteristicas fisicas do sémen. Assim, deve-se

fazer uma dieta balanceada a fim de evitar excessos ou faltas na alimentagéao.
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Em animais criados somente a pasto o periodo seco pode ter influéncia
em sua eficiéncia reprodutiva (GUNN et al, 1942) sendo que animais mais
jovens estdo mais susceptiveis a esta influéncia do que animais adultos,
podendo sofrer atraso no desenvolvimento testicular, glandulas vesiculares,
ampolas e epididimos (Brown, 1994) ocorrendo puberdade mais tardia.

Apesar de ter sido detectada a puberdade na maioria dos animais,
durante o periodo experimental, nenhum deles alcancou a maturidade sexual,
(70% de motilidade e 30% de anormalidades, segundo o CBRA 1998). Assim,
no geral, a motilidade e o vigor espermaticos permaneceram baixos, com
valores similares nos grupos. Estes achados corroboram com os encontrados
em bovinos por Garcia (2005) e Souza (2004) que avaliaram animais da raca
Simental, e também nao encontraram diferenca significativa entre o grupo
controle e o grupo bST, assim como entre 0s animais insulados e néo
insulados tratados com bST.

Vieira (2007), trabalhando com touros predominantemente europeus e
avaliando motilidade espermética pré-congelamento também ndo observou
efeito do bST nos animais. JA& Amorim (2004) e Sauerwein et al. (2000)
observaram efeito do tratamento sobre as caracteristicas fisicas do sémen,
motilidade e vigor, em bovinos adultos.

Souza (2004) cita que além dos mecanismos na esteroidogénese e na
espermatogénese o bST parece ter importancia em caracteristicas especificas
e essenciais a potencial fertilidade dos espermatozéides.

Observa-se neste experimento um declinio quanto a motilidade nos dias
196, 224, 252 que correspondem a época mais quente do ano (outubro,

novembro e dezembro). Em bovinos criados em climas tropicais, ha uma queda
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na producéo de espermatozoéides e da qualidade do sémen durante a estacdo
quente (REKWOT et al , 1987), sendo que bovinos Bos tauros e mesticos
apresentam menor producdo e qualidade espermatica no periodo quente em
relacéo aos Bos indicus (KUMI - DIAKA et al., 1981) onde a melhor adaptagéo
as condigBes ambientais poderia ter sido responsavel por essa observacao
(BRITO et al., 2002).

O sémen do bufalo pode apresentar problemas associados aos aspectos
climaticos ou estacionais, em face de grande sensibilidade do epitélio
seminifero ao aumento da temperatura ambiental (VALE et al., 2008). Segundo
Castro et. al. (2006), trabalhando com bufalos Murrah e Castro et al (2007),
com bufalos Mediterrdneo, mostrou que o inverno (época de temperaturas
amenas) apresentou condicdes mais favoraveis para producdo de sémen.

As caracteristicas fisicas do sémen de bubalinos, de acordo com
pesquisas citadas por Ayala (2011), sofrem mudancas dependendo da estac&o
do ano, afirmando que durante o periodo chuvoso, o sémen apresenta-se com
melhor qualidade, diminuindo no periodo seco. Ohashi, Sousa e Vale (1988)
além de concordarem com estes autores, complementam informando que na
estacdo chuvosa, entre janeiro e julho nas regides tropicais, € o melhor periodo
para colheita e congelamento de sémen.

Adicionalmente, no estudo aqui apresentado, observou-se uma
descontinuidade de resposta a eletroejaculagdo em subsequentes dias de
coleta. Este aspecto ja havia sido relatado por Barbosa et al (2007) que, em um
experimento com budfalos Murrah, observou que 100% dos animais entre 15 e
16 meses ndo obtiveram éxito na eletroejaculagdo ou na massagem das

ampolas dos ductos deferentes e glandulas vesiculares. Ainda, neste mesmo
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estudo 60% dos animais jA eram capazes de ejacular aos 19 meses e 82%
apo6s os 25 meses. Estes achados corroboram entre si e convergem para a
opinido de que, dentre os métodos de coleta, a eletroejaculagdo nédo deve ser a
mais usual uma vez que o bufalo mostra sensibilidade varidvel ao estimulo
elétrico (Barbosa et al, 2007; Ohashi,1988).

Os resultados do estudo da morfologia espermatica também foram
bastante variaveis que, no geral, ndo demonstraram efeito da bST sobre o total
de células anormais. Segundo Amorim (2004) os defeitos espermaticos em
animais jovens devem-se a imaturidade, visto que a espermatogénese ainda
pode ser incompleta nos animais jovens, com maturacdo incompleta dos
ductos epididimérios e das glandulas sexuais acessdérias. O mesmo autor, em
seu estudo, mostra que os defeitos espermaticos ndo foram influenciados pela
aplicacdo de bST para touros adultos, mas diferiu para os animais jovens
apenas em relagdo aos defeitos menores correspondendo com os dados
encontrados neste estudo, em que observamos menor percentual de
anormalidades em animais tratados com bST. Souza (2004) n&do observou
efeito no bST sobre as caracteristicas morfolégicas no sémen de bovinos.

Ainda, foi notado que a maioria das anormalidades espermaticas
ocorreram na época quente do ano (outubro a dezembro). Este pode ser o
motivo do aumento no percentual de anormalidades estudadas, pois, segundo
Garcia (2006) existe uma variagdo da qualidade seminal em fung¢do da época
do ano, o que pode ser atribuido, principalmente, a um efeito da temperatura
ambiental sobre os eventos reprodutivos.

Gomes (2001), aplicando dosagens de 0, 250 e 500 mg de bST, ndo

encontraram evidéncia de que as dosagens hormonais tenha influenciado as
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caracteristicas morfolégicas do sémen de novilhos de corte pré-plberes. Ja
Sauerweins et al (2000) encontraram diminuicdo das anormalidades
espermaticas em touros tratados com bST.

As concentragdo de IGF-lI encontradas neste estudo foram maiores,

comparando a média geral do grupo bST (172,1ng/mL) e do controle
(170,0ng/mL), do que as encontradas por Souza (2004), 132,3 e 1124
respectivamente. Velayudhan (2007) estudando bovinos em fase de
crescimento, encontrou concentragfes crescentes de IGF-I, com aumento
ocorrendo de 153,7 para 352,3 ng/mL entre 200 e 400 dias de idade . Nesse
estudo os animais apresentaram concentragdes de IGF-I variando de 103,52
ng/mL aos 12 meses até 407,6 ng/mL aos 22 meses, porém este crescimento
nado foi completamente linear.
Henricks et al. (1998) encontraram médias de IGF-I variando de 116-144 ng/mL
no plasma seminal de bovinos. Vieira et al (2010) avaliando o efeito do bST
sobre as concentracdes sanguineas de IGF-I em touros Aberdeen Angus e
Brangus que receberam dosagens de 500mg de bST ndo encontrou efeito do
tratamento, sendo os valores de IGF-I préximos de 400 ng/mL no dia 0 e
préximos a 600 ng/mL no dia 56 para ambos os grupos, encontrando apenas
efeito de dias de coleta. Estes autores sugerem que este resultado se atribui a
condicao corporal 6tima dos animais baseado no reportado por Caldeira et al
(2007) que a condi¢do corporal elevada esta associada a concentragdes
elevadas de IGF-I no sangue.

Holzer et al. (1999) aplicando 500 mg de bST em bezerros da raca
Holandesa ndo observaram diferenga entre os tratamentos, obtendo valores

médios nas concentra¢gbes de IGF-I de 310,0 ng/mL no grupo controle e 257,0
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ng/mL no grupo bST. Segundo o autor devem estar presentes quantidades de
nutrientes suficientes para que ocorra acdo do GH que efetuara uma reducéo
liguida de lipidios. O plano de alimentagdo pode ter um grande efeito sobre a
resposta alcangada por administracdo de GH (PETERS, 1986), sendo assim a
alimentagdo adequada necesséria para uma utilizacdo 6tima de GH (BREIER
et al.,1988a, b) o que influenciara o IGF-I devido ao efeito positivo do GH em
suas concentracdes (SOUZA, 2004).

Neste estudo, o fato de ndo ter ocorrido diferenga nas concentragfes de
IGF-1 entre os tratamentos, pode ter relacdo com o exposto acima, uma vez
que, em sistema de criacdo extensiva 0s animais estdo sujeitos a intensas
variacdes dietéticas, sobretudo em épocas secas do ano nas quais a qualidade
nutricional da forragem diminui.

Segundo Dawson et al. (1992) e Thissen et al. (1994) os niveis de
nutrientes consumidos influenciam as concentracdes de somatotropina e de
IGF-1 e, segundo Santos et al. (1999) € possivel que a liberagdo de IGF-|
medie o efeito do GH sobre a espermatogénese. Ainda, Rausch (2002)
complementa afirmando que a bST s6 pode ser efetiva quando uma nutricdo
Otima esta disponivel, em especial nos animais mais jovens, e, portanto, a
formulacao de dietas relativas ao estado fisiolégico do animal é essencial para
maximizar o efeito da bST.

Levando em consideracdo estes argumentos, seria coerente ndo haver
efeitos significativos da bST no ganho de peso, escore corporal e medidas

testiculares, bem como sobre as concetragbes de IGF-I.
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7 CONCLUSAO

A utilizacdo de bST néo resulta em efeitos positivos sobre o
desenvolvimento ponderal e sexual, antecipacdo da puberdade e
concentragcbes sanguineas de IGF-l em bubalinos machos no periodo

peripuberal.
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