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Resumo

ACOSTA. Diego Andres Velasco. Efeito da administracdo de somatotropina
pré-parto em novilhas da raca Holandés com elevada condi¢cdo corporal sobre
parametros metabdlicos, reprodutivos e producdo leiteira.

2012. 44 f. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pés-Graduacdo em Zootecnia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O balangco energético negativo (BEN) tem sido associado com alteracdes nos
horménios que auxiliam o desenvolvimento folicular no inicio da lactacdo. A
aplicacdo pré-parto de somatotropina recombinante bovina (rbST) pode levar a uma
reducdo seérica dos &cidos graxos nédo esterificados (AGNE) e [B-hidroxibutirato
(BHBA) no periodo pds-parto. Portanto, a administracdo pré-parto de somatotropina
pode resultar em alteracfes metabdlicas que beneficiam o equilibrio energético da
vaca leiteira apés o parto. O objetivo deste estudo foi determinar o efeito da
administracdo pré-parto de somatotropina em novilhas leiteiras com elevado escore
de condicdo corporal (ECC) sobre marcadores BEN, a retomada da atividade
ovariana e producéo de leite. Foram utilizadas novilhas da raca Holandés (n = 20)
com ECC elevada (Escala 1-5; ECC > 3,5), foram divididos aleatoriamente em dois
grupos: grupo somatotropina (n = 10) que recebeu duas aplicacbes de 500 mg de
rbST nos dias -28 e -14 referente ao parto e grupo controle (n = 10) que recebeu
aplicacdes de placebo no mesmo local e forma do grupo somatotropina. Amostras
de sangue foram coletadas entre os dias -28 a 42 relativos ao parto para a avaliacao
das concentracbes de BHBA e AGNE. O desenvolvimento folicular também foi
monitorado através de exames de ultrassom a partir do dia 10 pos-parto, e cada 3
dias até o momento da primeira ovulacdo. A administracdo pré-parto de
somatotropina ndo afetou (P = 0,28) o0 momento da primeira ovulacdo pos-parto. A
proporcdo de vacas que ovularam na primeira onda folicular pés-parto ndo foi
diferente entre os grupos (P = 0,49). Nao houve efeito (P> 0,05) do tratamento pré-
parto de somatotropina sobre o didametro do foliculo dominante da primeira onda
folicular pos-parto. Houve interacdo entre o dia e grupo para as concentracdes
plasmaticas de AGNE durante o periodo pré-parto (P = 0,03) e uma tendéncia para o
dia (P = 0,07), mas nenhum efeito sobre o grupo (P = 0,35). Houve apenas um efeito
da semana (P <0,001) para as concentracdbes de AGNE no pos-parto. As
concentracbes de AGNE pés-parto foram maiores nos dias 0, 7 e 14 do que em 21,
28, 35 e 42 (P <0,05). Para BHBA pré e poés-parto ndo houve efeito de dias (P>
0,05), grupo (P > 0,05) ou dias por grupo (P>0,05). Em conclusao, o tratamento
pré-parto de somatotropina em novilhas leiteiras com condi¢do corporal elevada nao
melhorou os parametros que indicam que estas novilhas tiveram um BEN menos
grave durante o periodo pos-parto, ndo teve efeito sobre o desenvolvimento da
primeira onda folicular po6s-parto e producéao leiteira.

Palavras chave: rbST, novilhas, AGNE, BHBA.



Abstract

ACOSTA, Diego Andres Velasco. Effect of prepartum somatotropin injection in
late pregnant Holstein heifers with high body condition score on metabolic,
reproductive parameters and milk production.

2012. 44 f. Dissertation (Master). Programa de Poés-Graduagdo em Zootecnia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Negative energy balance (NEB) has been associated with changes in hormones that
support follicular development in early lactation. Prepartum recombinant bovine
somatotropin (rbST) injection led to reduced non-esterified fatty acids (NEFA) and [3-
hydroxybutyrate (BHBA) in the early postpartum period. Therefore, prepartum
administration of somatotropin may result in metabolic changes that benefit the
energetic balance of the postpartum dairy cows. The aim of this study was to
determine the effect of prepartum injections of somatotropin in dairy heifers with high
BCS on the markers of NEB, resumption of ovarian activity and milk production.
Holstein heifers (n=20) with high body condition score (scale 1-5; BCS>3.5) were
randomly divided into two groups: somatotropin group (n=10) that received two doses
of 500 mg of rbST at -28 and -14 days from calving; and control group (n=10) that
received applications of placebo in a similar manner to somatotropin group. Blood
samples were collected weekly from —28 to 42 d after calving to evaluate BHBA and
NEFA concentrations. Follicular development was also monitored via ultrasound
examinations starting at days 10 postpartum and every 3 days until ovulation.
Prepartum somatotropin administration did not affect (P =0.28) the moment of the
first postpartum ovulation. The proportion of cows ovulating the first follicular wave
postpartum was not different between groups (P=0.49). There was no effect (P>
0.05) of prepartum treatment on the diameter of the first postpartum dominant follicle.
There was a interaction days by group for plasma NEFA concentrations during the
prepartum period (P= 0.03) and a tendency for the day (P=0.07) but no effect on the
group (P=0.35). There was only an effect of the week (P<0.001) for postpartum
NEFA concentrations. Postpartum NEFA concentration was higher at days 0, 7 and
14 than at 21, 28, 35 and 42 (P<0.05). For pre and postpartum BHBA there was not
effect of days (P>0.05), group (P>0.05) or days by group (P=0.05). In conclusion,
prepartum somatotropin treatment in dairy heifers with high body condition did not
improve parameters that indicate that these heifers had a less severe NEB during the
early postpartum period,had not affect development of the first follicular wave in the
postpartum period and milk production.

Key words: rbST, heifers, NEFA, BHBA.
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1. Introducéao Geral

O periodo de transicdo em vacas leiteiras é definido como trés semanas antes
até duas semanas apos o parto (GRUMMER, 1995). Sendo esta fase o0 momento
mais estressante no ciclo de producédo de uma vaca leiteira, devido ao consumo de
racao diminuido e alteracdes enddcrinas e metabdlicas ao parto (GUO et al., 2007).
O periodo de transicdorequeruma coordenacdo complexade tecidospara apoiar
oinicio da lactacdo (BAUMAN&CURRIE,1980).

O Aumento dasconcentracdes plasmatica deacidos graxos nao esterificados
(AGNE) é uma caracteristica comumem vacas leiteirasdurante operiodo de
transicdo,e reflete a crescente dependéncia da mobilizacdo dereservasde tecido
adiposopara suportar as demandasde energiapara a sintese do leite(PIRESetal.,
2007). Estas demandas energéticas aumentam muito e ultrapassam a capacidade
de ingestdo fazendo com que a vaca entre em balango energético negativo (BEN)
(BAUMAN & CURRIE, 1980). Alguns dos fatores que influenciam o BENsao
acondicdo corporal pré-parto,a dietaque oanimal recebeuantes do parto, a dieta
fornecidapds-parto, e a producédo leiteira (BROWN et al., 2011). Embora os
mecanismos ainda ndo estejam bem entendidos, € amplamente aceito que o escore
de condicdo corporal (ECC) esta negativamente associado com a ingestdo de
matéria seca (IMS) (ROCHE et al., 2008). Devido a isso, a perda de ECC no pés-
parto e intensidade do balanco energético negativo aumentam com o aumento do
ECC ao parto (ROCHE et al.,, 2007). Aléem do mais. TREACHER et al. (1986),
relataram que vacas moderadamente condicionadas ao parto produziram mais leite
do que vacas gordas (2,8 vs 3,9; escala de 5 pontos). A queda na ingestdo de
nutrientes também esta associada a mudancas no estado metabodlico e hormonal
(DRACKLEY & DANN, 2005), resultando numa maior mobilizacdo de lipidios do
tecido adiposo, aumento da cetogénese e diminuicdo da disponibilidade de glicose,

aminodcidos e acidos graxos volateis (GULAY et al., 2007).

Além do controle doECC, outras estratégias tém sido usadas para diminuir a
intensidade do BEN (OVERTON & WALDRON, 2004). Limitar o consumo de energia

pré-parto tem sido uma estratégia utilizada para diminuir o desenvolvimento de



cetose, figado gorduroso ou outros problemas de saude no periodo de transicdo
(BEEVER, 2006). A alimentacdo com linhaca no pré-parto pode ser uma estratégia
atil para aumentar as concentracdes de glicogénio no figado e para diminuir as
concentracbes de triglicerideos do figado apdés o parto, o que pode impedir o
desenvolvimento de figado gorduroso em vacas leiteiras no periodo transicao
(PETIT et al., 2007).

Neste sentido a suplementacdo de vacas com baixas doses de somatotropina
durante o periodo peri-parto tem sido associado com possiveis efeitos benéficos
sobre as adaptac0es fisiologicas e funcdo hepatica (GULAY et al. 2003, GULAY et
al., 2004). Os mecanismos bioldgicos classificados como metabolicos referem-se a
sua acdo direta sobre varios tecidos e, em especial sobre o metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas (NETO et al., 2009). A somatotropina recombinante
bovina (rbST) € um agente homeorrético utilizado no periodo pdés-parto para
aumentar a producédo de leite (BAUMAN et al., 1985). No entanto, o tratamento com
rbST no periodo pré-parto também induz aumento na producédo de leite segundo
alguns estudos (STELWAGEN et al., 1992; PUTNAM et al., 1999; SCHNEIDER et
al., 2011). PUTNAM et al. (1999) mostrou que a aplicacdo pré-parto da
somatotropina aumentou IMS e resultou em aumento das concentragdes de glicose
e reducao nas concentracbes de AGNE e B-hidroxibutirato (BHBA) no periodo pos-
parto. Em um estudo de BAUMAN (1992) o uso de somatotropina ocasionou
reducdo na oxidacdo da glicose nos tecidos periféricos e aumento da
gliconeogénese hepética. A somatotropina tem efeitos diretos na particdo de
nutrientes para os tecido alvo (BAUMAN & VERNON 1993), assim como efeitos
indiretos, expressos na glandula maméaria e outros tecidos que sdo mediados pelo
fator de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-I) (JONES & CLEMMONS
1995). A aplicacédo de somatotropina no periparto € capaz de aumentar os niveis
circulantes de IGF-I e a producéao de leite (PUTNAM et al. 1999; GULAY et al 2004;
CARRIQUIRY et al., 2009; SCHENEIDER et al.,, 2011). Em vacas leiteiras sob
balanco energético positivo, tratamentos com somatotropina induziram efeitos
galactopoiéticos e lipoliticos (SHINGU et al., 2008). Em geral, a resposta do leite ao
tratamento com somatotropina depende do balango energético (BE) das vacas em
lactacdo (BAUMAN, 1992). Estas evidéncias indicam que a injecdo pré-parto de

somatotropina € uma ferramenta para melhorar o periodo de transicdo da vaca
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leiteira.

Com relacdo a reproducdo, sabe-se que a aplicagdo de somatotropina
aumenta o numero de foliculos recrutados por até 21 dias apo6s o fim das aplicacdes
(KIRBY et al.,, 1996). A duracdo e a intensidade do BEN estd negativamente
associada ao desempenho reprodutivo. Assim, vacas em BEN tem um atraso no
retorno a atividade ovariana pés-parto e consequentemente um atraso no momento
da concepcédo (BUTLER & SMITH, 1989). Para estes animais, quanto mais ciclos
estrais antes do momento da primeira inseminagédo, maior sera a taxa de prenhez
(THATCHER & WILCOX, 1973). Portanto, o uso de estratégias que antecipem o

momento da primeira ovulagéo irdo beneficiar também o momento da concepgéo.

Logo apos o parto, devido ao intenso BEN, vacas leiteiras tém uma reducao
drastica no nivel sanguineo de insulina, devido a drenagem de glicose pela glandula
mamaria para a sintese de lactose (BUTLER et al., 2003). Esta reduc¢éo no nivel de
insulina leva a uma reducdo na expressao hepatica do receptor do Horménio de
crescimento(GHR), especialmente GHR 1A (BUTLER et al., 2003), que compreende
50% do GHR hepatico (JIANG & LUCY, 2001). Como o IGF-I é produzido em
resposta a ativacdo do GHR pelo GH (JONES & CLEMMONS, 1995), nesta situacao
h& uma dissociacdo do eixo GH/IGF-I, pois com a reducdo do GHR ha uma reducéo
na expressdo hepatica e nivel circulante de IGF-I (FENWICK et al., 2008). A
circulacao de IGF-I desempenha um papel essencial na reproducéo (VELAZQUEZ et
al., 2008). As concentracdes de IGF-1 em sangue estdo relacionadas com o retorno
da atividade ovariana pos-parto (BUTLER et al., 2006) e sobrevivéncia de
embrionaria (VELAZQUEZ et al., 2005). Além disso, o IGF-l atua sobre o
crescimento e diferenciacéo de foliculos (RIVERA & FORTUNE, 2003)
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2.1 ldentificacdes da proposta

Efeito da aplicacdo de somatotropina no periodo pré-parto de novilhas
leiteiras com elevada condicdo corporal sobre parametros metabdlicos,

restabelecimento da ovulagdo e produgéo de leite.

2.2 Qualificagfes do principal problema a ser abordado

O periodo de transicdo em vacas leiteiras é definido como trés semanas antes
até duas semanas apds o parto (Grummer, 1995)sendo esta fase considerada
critica durante cada ciclo produtivo de vacas leiteiras de alta producdo. As
alteracdes fisioldgicas que ocorrem durante a transicdo da gestacdo para a lactacao
tém uma grande influéncia sobre a saude e o desempenho da vaca durante a
lactacdo subsequente (Drackley, 1999). Uma mudanca importante € a reducéo
substancial na ingestdo de matéria seca (IMS) durante a Ultima semana de gestacao
(Bertics et al, 1992). Embora os mecanismos ainda ndo estejam bem entendidos, é
amplamente aceito que o escore de condi¢do corporal (ECC) esta negativamente
associado com a IMS (Roche et al., 2008). Devido a isso, a perda de ECC no pos-
parto e intensidade do balangoenergético negativo aumenta como aumento do ECC
ao parto (Roche et al., 2007). Além do mais, Treacher et al. (1986), relataram que
vacas moderadamente condicionadas ao parto produziram mais leite do que vacas
gordas (2,8 vs 3,9; escala de 5 pontos). A queda na ingestdo de nutrientes também
estd associada a mudancas no estado metabdlico e hormonal (Drackley & Dann,
2005), resultando numa maior mobilizacao de lipidios do tecido adiposo, aumento da
cetogénese e diminuicao da disponibilidade de glicose, aminoacidos e acidos graxos
volateis (Gulay et al, 2007).

A somatotropina recombinante bovina (rbST) é um hormdnio homeorrético
utilizado na regulacéo da particdo de nutrientes, sendo administrado para aumentar
a producdo e melhorar a eficiéncia na sintese de leite (Bauman, 1999). Devido a
esse potencial de producdo gerado pelo rbST, o horménio tem sido amplamente
utilizado em vacas durante a lactagéo (McBrideetal, 1989).Entretanto, pouco se sabe
sobre as propriedades mamogénicas do rbST em novilhas no pré-parto.Segundo
Stelwagen et al, (1991) o uso de rbST no pré-parto em novilhas proporcionou maior

producéo de leite na lactagcdo subsequente.
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O rbST € responsavel por alteragbes no metabolismo da glicose, sendo esse
efeito particularmente benéfico na fase final da gestacdo. No estudo de Bauman
(1992) o uso de rbST ocasionou reducdo na oxidacdo da glicose nos tecidos
periféricos e aumento da gliconeogénese hepatica. Putnam et al, (1999)
demonstraram que a aplicacdo de rbST no pré-parto resultou no aumento das
concentracbes de glicose e reducdo da concentragcdo de &cidos graxos nao-
esterificados (AGNE) e B-hidroxibutirato no pés-parto. Além do mais, a
administracdo periparto de rbST induziu um aumento nas concentracdes séricas de
fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-I) por até 30 dias ap6s o parto
(Gulay et al., 2004).

O IGF-I circulante tem importante papel na reproducdo, atuando na
proliferacdo de células da granulosa e no crescimento de foliculos antrais (Butler,
2005). Além disso, atua como regulador primario da producdo de estradiol em
bovinos (Butler et al., 2004). Em vacas leiteiras que ovulam precocemente, o nivel
de IGF-I plasmético € significativamente maior do que naquelas que apresentam
atraso no retorno a ciclicidade (Butler et al., 2006; Kawashima et al., 2007).
Echternkamp et al, (1990) demonstraram que a elevagdo nos niveis circulantes de
IGF-I resultou em maiores taxas de concep¢dao em bovinos. Com base nestas
observacdes, a hipotese deste projeto baseia-se no uso de rbST no periodo pré-
parto de novilhas leiteiras com alta condicao corporal, a fim de diminuir a intensidade
do BEN no periparto, aumentar a concentracdo de IGF-I e assim aumentar
capacidade esteroidogénica do foliculo dominante da primeira onda, assim diminuir

o intervalo entre o parto e a primeira ovulagéo.

2.3 Objetivos e metas a serem alcangados

2.3.1 Objetivo geral

Verificar o efeito da administracéo de rbST no periodo pré-parto em novilhas
leiteiras com alta condi¢cdo corporal sobre o desenvolvimento folicular da primeira

onda pos-parto e marcadores debalanco energético.
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2.3.2 Objetivos especificos

1) Avaliar o efeito da administracdo pré-parto de rbST sobre os niveis
sanguineos de glicose, AGNE, insulina, B-hidroxibutirato, colesterol e IGF-I
durante o periodo periparto;

2) Mensurar o efeito da administragdo pré-parto de rbST sobre o didmetro do
foliculo dominante da primeira onda folicular pés-parto;

3) Quantificar o efeito da administracdo pré-parto de rbST sobre o intervalo
parto-primeira ovulacao;

4) Quantificar o efeito da administracao pré-parto de rbST sobre a producéo de
leite da lactag&o subsequente;

5) Avaliar o efeito da administracdo pré-parto de rbST sobre a taxa de
concepcao em um protocolo de inseminacdo em tempo-fixo aos 55 dias pos-

parto.

2.4 Metodologia e Estratégia de acao

Serdo utilizadas 20 novilhas da raca Holandés, alocadas sob mesmas
condicBes ambientais e de manejo em uma propriedade leiteira no sul do Brasil (32°
16’ S, 52° 32’ O, elevacao 7 m). As novilhas serdao inseminadas em tempo fixo de
modo que os partos ocorram de maneira sincronizada.As novilhas serao divididas ao
acaso em dois grupos; Grupo rbST (n = 10), que recebera duas aplicacbes de 500
mg de rbST (s.c., Boostin®, LG Life Sciences, Seul, Coréia do Sul) (Licenciado no
Ministério da Agricultura- Brasil sob n° 5.648 em 20/09/96) a primeira aplicagédo sera
feita 28 dias antes do parto e a segunda aplicacdo 14 dias antes do parto, e Grupo
Controle (n = 10), recebera aplicacdes de placebo (2 ml de NaCl 0,9%) na mesma
frequéncia, volume e local de aplicacdo que o Grupo rbST.

Serdo realizadas 4 coletas de sangue pré-parto em intervalos de 7 dias,uma
coleta no dia do parto e a cada 7 dias até o dia 42 pds-parto. As coletas serao feitas
através da veia coccigea em tubos vaccutainer.Os animais serdo contidos em um
brete de contencéo individual, respeitando o seu bem estar (Dirksenet al, 1993).
Imediatamente apds a coleta os tubos serdo centrifugados a 1000 xg por 15 min, o
plasma sera separado e armazenado a -80°C para posterior analise. No periodo pré-

parto serdo avaliadas as concentracbes plasmaticas de glicose (Glicose PAP
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Liquiform, Labtest®, Lagoa Santa, Brasil),AGNE (Wako NEFA-HR, WakoChemicals
USA®, Richmond, EUA) através de metodologia colorimétrica quantificada em
espectofotdmetro, IGF-I (DSL-10-2800, Diagnostics Systems Laboratory®, Webster,
EUA) e insulina (DSL 10-600, Diagnostics Systems Laboratory®, Webster, EUA)
através da técnica de enzyme-linked immuno sorbentassay (ELISA). No periodo
pés-parto serdo avaliados os mesmos parametros descritos para o periodo pré-
parto, além das concentracbes de progesterona (IB-7905, Immuno-Biological
Laboratories Inc., Minnesota, EUA), através da técnica de ELISA. No momento da
coleta de sangue sera avaliada a condi¢ao corporal por um Unico técnico treinado.

No periodo pos parto também sera realizado o acompanhamento do
desenvolvimento folicular através de exames ultrassonogréficos, efetuados a cada 3
dias. Sera utilizado aparelho de ultrassom equipado com transdutor linear endoretal
bifrequencial 5.0-7.5 MHz. No momento do exame, o transdutor sera movimentado
sobre a superficie dos ovérios e, quando apropriado, a imagem do monitor sera
congelada para a mensuracéo dos foliculos e do corpo liteo, Durante cada exame
serdo desenhados diagramas com o posicionamento relativo dos foliculos de
diametro igual ou maior a trés mm (Savio et al., 1988).0 procedimento sera realizado
a partir do dia 10 pos-partoaté o momento em que o foliculo atingir diametro
ovulatorio (16 mm) ou ovular.

Além do mais no dia 45 pds-parto as vacas serdo submetidas a um protocolo
de sincronizacdo para inseminacao artificial em tempo fixo (IATF). O protocolo esta
demonstrado na Figura 1. O diagnostico de gestacdo sera realizado por
ultrassonografia 35 d apds a IATF e a taxa de prenhez 30 dias apls a IATF através

de ultrassonografia.

BE PGF,a ECP IATF
i |
Y \ 4 v
s
J |
\3.
DO D7 D9 D11

Figura 1 — Protocolo que sera utilizado para sincronizagdo das vacas iniciando
aos 45 d pos-parto.

Os dados obtidos deste experimento serdo analisados no programa

estatistico SAS (SAS Institute Inc., Cary, EUA). As medias serdo analisadas atraves
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do método MIXED MODELS, considerando o animal, o grupo e o periodo pré e pos-
parto como efeitos fixos. A comparacdo de médias individuais sera feita através do
teste de Tukey-Kramer. Médias pontuais serdo analisadas através do método One-
way ANOVA. A correlacdo entre as variaveis sera feita através do coeficiente de

correlacdo de Pearson. Serao considerados significativos valores de P < 0,05.

2.5 Principais contribuicdes cientificas e tecnoldgicas da proposta

2.5.1 Cientificas

Este projeto visa contribuir para os estudos sobreo uso de rbST no periodo
pré-parto de novilhas leiteiras com alta condigdo corporal e valida-la como uma
estratégia, visando trazer beneficios na adaptacdo ao balanco energético negativo
pos-parto, bem como contribuir para a reducao do intervalo parto-ovulagao.

Publicacdo de um artigo cientifico completo em periédico indexado da area
com alto fator de impacto.

2.5.1 Tecnolébgicas

A validacdo douso de rbST exdgeno no periodo pré-parto pode constituir-se
em uma alternativa para o produtor de leite, possibilitando o uso de rbST como
estratégia para melhorar a adaptacdo e saude animal no periodo de transicédo
gestacado-lactacédo. Assim como maior retorno econémico pelo aumento da producao
de leite e antecipacdo da concepcao, representando uma vantagem competitiva no

mercado.
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2.6 Cronograma fisico-financeiro

Tabela 1- Cronograma de atividades para a execuc¢do do projeto.

Atividades 2012 2013
1°semestre  2° semestre 1° semestre  2° semestre

Revisdo bibliografica X X
Selecédo dos animais

Aplicacdo dos hormonios
Acompanhamento dos animais e
coletas de dados

Coleta de sangue
Ultrassonografia ovariana
Anaélises hormonais e
bioquimicas

Anélise de RNAmM

Analise estatistica

Preparacdo de artigos
Submissdo de artigos

Reunides semanais X X

XX X XXX
XXXXX X XX X XXX

XXX XX X

2.7 ldentificacdo dos demais participantes do projeto

Pesquisadores:
= Areade Reproducédo Animal
o Luiz Francisco Machado Pfeifer, Médico Veterinario, Mestre em
Veterinaria e Doutor em Zootecnia, EMBRAPA CPAFRO;
o Ivan Bianchi, Médico Veterinario, Mestre em Zootecnia e Doutor em
Biotecnologia Agricola, UFPel,
o Augusto Schneider, Meédico Veterinario, Mestre e Doutor em

Biotecnologia, UFPel.

Os pesquisadores atuardo colaborando nas avaliagbes de parametros

reprodutivos.

= Areade Bioquimica
o Francisco Augusto Burkert Del Pino, Graduagdo em Farmacia, Mestre

e Doutor em Bioquimica.
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O pesquisador ira colaborar na determinagcédo do perfil hormonal e também

dos marcadores bioquimicos propostos na metodologia.

= Areade Clinica Médica

o Charles Ferreira Martins, Médico Veterinario, Mestre em Reproducédo
animal e Doutor em Clinica Medica em Medicina Veterinaria, UFPel,

o Carlos Eduardo Wayne Nogueira, Médico Veterinario, Mestre e Doutor
em Medicina Veterinaria, UFPel;

o Eduardo Schmitt, Médico Veterinario, Mestre e Doutor em Medicina
Veterinaria, UFPel.

Os pesquisadores irdo colaborar na avaliacdo clinico-sanitaria dos animais

utilizados no estudo proposto.

= Areade Nutricdo Animal
o Cassio Cassal Brauner, Médico Veterinario, Mestre e Doutor em
Zootecnia, UFPel.
O pesquisador colaborard na avaliacdo do manejo nutricional e andlises de

composicaodas dietas.

Alunos de Pés-Graduacdao (orientacao e co-orientacao):

Os estudantes listados abaixo s&o atualmente orientados e co-orientados do
proponente, sendo que destes, 2mestrandos, serdo envolvidos diretamente na
conducédo das atividades experimentais, utilizando-se dos dados para a elaboracdo
de tese e dissertacao, respectivamente.

Os demais estudantes, por também participarem do Grupo de Pesquisa
NUPEEC - Transtornos metabodlicos associados a clinica e a reproducéo
animal (cadastrado nos diretérios de grupos de pesquisa do CNPq), colaborardo em
atividades especificas do projeto, de acordo com sua formacdo e éarea de

especialidade.

e Diego Andres Velasco Acosta, Médico Veterinario, Mestrando Programa de

P6s-Graduagdo em Zootecnia, UFPel;
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e Viviane Rohrig Rabassa, Médica Veterinaria, Mestre em Veterinaria,
Doutoranda Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, UFPel;

e Elizabeth Schwegler, Médica Veterinaria, Mestre em Veterinaria, Doutoranda
Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, UFPel;

e Rubens Alves Pereira, Graduacdo em Farmacia Industrial, Mestre em
Biotecnologia, Doutorando Programa de PoOs-Graduagdo em Medicina
Veterinaria, UFPel,

e Vinicius Coitinho Tabeledo, Medico Veterinario, Mestre em Veterinaria,
Doutorando Programa de Pos-Graduacao em Biotecnologia, UFPel;

e Carolina Bespalhok Jacometo, Zootecnista, Mestranda Programa de Pés-
Graduacao em Zootecnia, UFPel;

e Simone Halfen, Bidloga, Mestranda Programa de Pdé6s-Graduacdo em
Veterinaria, UFPel,

e Marina Menoncin Weschenfelder, Médica Veterinaria, Mestranda Programa
de P6s-Graduacao em Veterinaria, UFPel

e Lucas Teixeira Hax, Médico Veterinario, Mestrando Programa de POs-
Graduacao em Biotecnologia Agricola, UFPel,

e Paula Montagner, Médica Veterinaria, Mestranda Programa de Poés-
Graduacao em Biotecnologia Agricola, UFPel,

¢ Ana Rita Tavares Krause, Médica Veterinaria, Mestranda Programa de Pés-

Graduacao em Zootecnia, UFPel

Alunos de Graduacdo em Medicina Veterinaria:

Os estudantes listados abaixo atuam em diferentes projetos, vinculados as

teses e dissertacfes desenvolvidas pelo Grupo de Pesquisa NUPEEC. No site do

referido grupo (www.ufpel.edu.br/nupeec), sédo descritas as atividades em que o0s

estudantes estdo envolvidos visando favorecimento de sua formacao profissional.
Os graduandos envolvidos no projeto séao:

Aline Marangon de Oliveira, Andressa Stein Maffi, Camila Pizoni, Claudia Faccio
Demarco, Dante Ferrari Frigotto, Douglas Perazzoli, Fabiane Pereira de Moraes,
Fernanda Trindade da Rosa, Guilherme Nunes Bolzan, Ismael Mateus Cavazini,
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Lucas Carbonari, Marcos Rossi, Patricia Mattei, Samanta RegineFensterseifer,
Vinicius Boechel Barcelos.

2.8 Disponibilidade efetiva de infraestrutura e de apoio técnico

As infraestruturas citadas abaixo serdo utilizadas nas diferentes atividades
experimentais que serdo realizadas na UFPel. Também destacamos que as equipes
de pesquisadores listados anteriormente, bem como técnicos e estudantes de seus
grupos de pesquisa, irdo colaborar dando suporte técnico as atividades propostas
neste projeto.

e Laboratoério de Patologia Clinica/Hospital de Clinicas Veterinaria - UFPel
e Laboratério de Reproducédo - Faculdade de Veterinéaria - UFPel

e Laboratorio de Bioquimica Aplicada - UFPel

Além dessas infraestruturas, destacamos que algumas andlises seréo
realizadas em outros centros de pesquisa, ja citados:

e Laboratério do Departamento de Patologia e Clinica Veterinaria - UFRGS

2.9 Estimativa dos recursos financeiros de outras fontes

No nosso entendimento esta proposta apresenta um carater incremental ao
conhecimento da fisiologia reprodutiva e metabdlicadafémea bovina no periodo de
transicao, por tudo que foi abordado na caracterizacdo da proposta. Também podera
servir de base para que outros estudos sejam conduzidos (seja com 0 uso ou néo de
horménios), uma vez que estudos ligados a endocrinologia, principalmente, de
parametros metabolicos de fémeas bovinas, ainda devem ser conduzidos, uma vez
gue o desempenho reprodutivo da fémea influenciara no desempenho produtivo dos
sistemas comerciais.

Por esse aspecto, empresas ndo serdo envolvidas inicialmente neste projeto.
Porém, como acreditamos que os resultados desta proposta poderdo trazer algum
beneficio para empresas multiplicadoras de genética e para empresas da area de
farmacologia veterinéria, pretendemos buscar a interacdo com empresas destas
areas, tendo primeiramente trazido contribuicdo para a comunidade cientifica e

depois, num segundo momento, se buscara financiamentos na iniciativa privada,
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para que tenhamos uma continuidade dos estudos ligados a hipotese central desta
proposta. Também gostariamos de destacar que nessa mesma estratégia temos
desenvolvido varios estudos, buscando interacdo com a iniciativa privada e
favorecendo o financiamento de projetos. Destacamos, porém, que os trabalhos que
temos realizado também contam com recursos provenientes dos Programas de Pos-
graduacdo em que temos ligacdo e de editais das instituicbes fomentadoras de

pesquisa em nosso estado e pais.
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3. Relatorio de Trabalho de Campo

3.1 Periodo do experimento

O experimento teve inicio no més de junho de 2010 com o0 acompanhamento
das novilhas que iriam parir no més de julho, com a finalidade de identificar e
selecionar as novilhas que encontravam-se com escore de condi¢céo corporal (ECC)
maior que 3,5 (escala de 1-5). O periodo de pari¢édo foi de julho a agosto de 2010.
Em junho comecaram as aplicacées de rbST (s.c., Boostin®, LG Life Science, Seul,
Coréia do Sul) que se estenderam até o més de julho de 2010. No mesmo dia da
aplicacdo de rbST comecaram as coletas de sangue e seguiram até o més de
outubro. A partir do final de julho foi realizado o acompanhamento do
desenvolvimento folicular através de exames ultrassonograficos, efetuados a cada 3
dias, o qual se estendeu até a metade de outubro de 2010. Do més de julho até o

més de outubro de 2010 foi feito 0 acompanhamento da produgéo de leite.

3.2. Fazenda experimental

O experimento foi conduzido em uma fazenda particular no municipio de Rio
Grande (32° 16’ S, 52° 32’ O, elevacao 7 m), no estado de Rio Grande do Sul. A
regido é formada basicamente por planicies e por algumas areas conhecidas como
banhados, leves depressdes que alagam durante as temporadas de chuva.

O clima do municipio é subtropical ou temperado, com verdes moderados e
invernos frios. O més mais quente é janeiro, com temperatura média de 28°C,
engquanto o més mais frio é julho, com média de 5°C. A temperatura média anual &
de 16,5°C e a precipitacdo média anual € de 1.196 mm. Regularmente, as chuvas

sao distribuidas durante todo o ano com mais frequéncia no inverno.

Ultimamente, o clima vem sofrendo algumas alteragbes. Seus invernos cada
vez mais frios, com a temperatura chegando até a -1°C, e seus verdes mais quentes

atingindo valores de 35°C.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Subtropical
http://pt.wikipedia.org/wiki/Temperado
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3.3. Animais

Foram utilizadas 20 novilhas de producéo leiteira, da raca Holandés, com
idade média de 29 meses, de tamanho uniforme, apresentando condicédo corporal >
3,5 (escala de 1 a 5). Os animais foram mantidos em campo natural no inicio do
periodo experimental. Apés o0 parto passaram para campo com pastagem de
azevém e trevo branco, onde permaneceramaté fim do periodo experimental. As
novilhas foram inseminadas utilizando sémen de touro da mesma raca (Holandés)

para o controle da data de concepc¢ao das vacas e agrupamento dos parto.

3.5. Protocolo de Ultrassonografia

No periodo p6s parto foi realizado o acompanhamento do desenvolvimento
folicular, através de exame transretal com um aparelho de ultrassonografia,
utilizando uma sonda de 7,5 MHz matriz linear (Pie Medical, Maastricht, Paises
Baixos). Foi realizada a cada 3 dias, no periodo pés-parto, iniciando no dia 10 até a
ovulacdo. Em cada exame, um desenho de cada ovario foi feito, e o didmetro e
localizacdo de foliculos > 3 mm de didmetro foram registrados. A ovulacdo foi
definida como o desaparecimento (a partir de um proximo exame) de um foliculo
previamente identificado > 8 milimetro de diametro juntamente com a deteccdo de

um corpo lateo no mesmo ovario em um exame mais aprofundado.
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Abstract

The aim of this study was to determine the effect of prepartum recombinant bovine
somatotropin (rbST) treatment on follicular development of the first postpartum follicle
waveand energy balance markers in dairy heifers. Holstein heifers (n=20) with high
body condition score (BCS) (Scale 1-5; BCS>3.5) were divided randomly into two
groups: somatotropin group (n=10) that received two doses of 500 mg of rbST at -28
and -14 d from calving; and Control group that (n=10) received applications of
placebo in a similar manner to somatotropin group. Blood samples were collected
weekly from —28 to + 42 days after calving for evaluation of B-hydroxybutyrate
(BHBA) and non-esterified fatty acids (NEFA) concentrations. Follicular development
was also monitored via ultrasound examinations starting at 10 d postpartum and
every 3 d until ovulation. There was a day by group interaction for plasma NEFA
concentrations during the prepartum period (P=0.03) and a tendency for the day
(P=0.07) but no effect on the group (P=0.35). There was only an effect of the week
(P<0.001) for postpartum NEFA concentrations. Postpartum NEFA concentration
was higher at days 0, 7 and 14 than at 21, 28, 35 and 42 (P<0.05). For pre and
postpartum BHBA there was no effect of day (P=0.56 and 0.15, respectively), group
(P=0.20 and 0.44, respectively) or day by group (P=0.57 and 0.56, respectively).
Prepartum somatotropin administration did not affect (P=0.28) the moment of the first
postpartum ovulation. The proportion of cows ovulating the first follicular wave
postpartum was not different between groups (P=0.49). There was no effect (P>0.05)
of prepartum treatment on the diameter of the first postpartum dominant follicle. Milk
production was not affected by prepartum somatotropin treatment (P=0.14). In

conclusion, prepartum somatotropin treatment in dairy heifers with high body
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condition had no effect on markers of energy balance or development of the first
follicular wave in the postpartum period.

Key words: rbST; heifers; NEFA; BHBA.

Implications

Metabolic adaptations during the transition period can have a great impact on
health and performance. In our study prepartum injection of somatotropin in dairy
heifers with high body condition score (BCS) did not reduced postpartum negative
energy balance. In this way, we did not observe a higher proportion of somatotropin
treated heifers ovulating earlier. In addition, the heifers treated with somatotropin did
not increased milk production as observed in previous studies using cows with lower
BCS. Thus, the use of prepartum somatotropin in heifers with high BCS does not

seem to be good strategy for increasing milk production.

Introduction

In the early lactation of dairy cows the energy demands increase and exceed
the intake capacity inducing a stage of negative energy balance (NEB) (Bauman and
Currier, 1980). The collective literature makes a compelling case for an optimum BCS
at calving for milk production of between 3.0 and 3.5 in Holstein-Friesian dairy cows,
with further increases resulting in reductions in milk yield (Roche et al.,, 2009;
Treacher et al. 1986).Although the mechanisms are not well understood, it is widely
accepted that higher BCS is negatively associated with the dry matter intake (DMI)
(Roche et al. 2008). Moreover, the loss of BCS during the postpartum period and
intensity of NEB increases as theBCS at calving increases (Roche et al. 2007).

In addition to BCS control, others strategies have been used in the transition
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period for dairy cows to support the metabolic alterations (Overton and Waldron,
2004). In this sense the supplementation of cows with low doses of somatotropin
during the periparturient period has been associated with possible beneficial effects
on the physiological adaptations and liver function (Gulay et al., 2003; Gulay et al.,
2004). Putnam et al. (1999) showed that prepartum injection of somatotropin
increased postpartum DMI and resulted in increased concentrations of glucose and
reduced concentration of non-esterified fatty acids (NEFA) and B-hydroxybutyrate
(BHBA) at the postpartum period. This indicates that somatotropin can improve
metabolic adaptation in transition dairy cows. Somatotropin regulates nutrient
partitioning, and is traditionally used to increase milk production and improve the
efficiency of milk synthesis in the postpartum period (Bauman, 1999).

In early postpartum dairy cows, the duration and intensity of NEB, the level of
BCS loss and the milk yield are strongly associated to the timing of the first ovulation
(Butler, 2003; Wathes et al., 2007). As a consequence, strategies that minimize NEB
and BCS loss in the early postpartum period could have a positive impact on the
timing of the first ovulation and conception rate. Administration of somatotropin in the
peripartum period induced an increase in serum insulin-like growth factor | (IGF-I)
(Putnam et al., 1999; Carriquiry et al., 2009; Scheneider et al., 2011).The circulating
IGF-I plays an essential role in reproduction (Velazquez et al., 2008). The blood level
of IGF-I is related to return to postpartum ovarian activity (Butler et al., 2006) and
embryo survival (Velazquez et al. 2005). In addition, IGF-I acts on the growth and
differentiation of antral follicles (Rivera and Fortune, 2003).These studies indicate
that prepartum injection of somatotropin is a potential tool to improve metabolic

adaptation of transition dairy cows, and thus can have a positive impact on early
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postpartum ovulation as demonstrated for lean cows treated with prepartum
somatotropin (Schneider et al. 2011).

Based on these observations, the objective of this study was to determine the
effect of prepartum injections of somatotropin in dairy heifers with high BCS on the

markers of NEB, resumption of ovarian activity and milk production.

Materials and methods

All procedures performed in this experiment were approved by the Committee
for Ethics in Animal Experimentation from the Universidade Federal de Pelotas
(Pelotas, RS, Brazil).

Experimental design

For this study 20 late pregnant Holstein heifers were used in a commercial
dairy herd in southern Brazil (32° 16’ S, 52° 32’ W). The selected heifers for this
experiment were of a large group of heifers with different BCS, the 20 selected had
body condition score of 3.55 £ 0.15 (scale from 1.0 to 5.0) the BCS was evaluated by
three technician sat the beginning of the experiment. All calvings occurred in a 40
days interval during the winter season.

At -28 days from expected calving the heifers were assigned randomly into
two groups; 1) 500 mg of somatotropin (Boostin®, LG Life Sciences, Seoul, Korea) sc
(Somatotropin group, n = 10) at Days -28 and -14, from expected calving date; and 2)
no treatment (Control group, n = 10). All heifers were managed under the same
conditions and nutritional regimen.

Sample collection, measurement and analyses
Blood samples were collected weekly from -28 from expected calving to 42

days in milk (DIM) via venipuncture of the coccigeal vein in one tube without
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anticoagulant. Samples were collected in the interval after milking and before
feeding. In the postpartum period heifers were milked twice daily at 0330 and 1530.
The production was recorded daily (Alpro®, Delaval, Kansas City, USA) and
combined for weekly averages.

Concentrations of BHBA and NEFA were measured colorimetrically using
commercial kits, BHBA (B-HB, Catachem Inc., Bridgeport, CT) andNEFA-HR (Wako
USA, Richmond, USA) by the micro-method described by Ballou et al. (2009). The
intra and inter-assay coefficient of variation (CV) for, BHBA and NEFA were less than
10%.

Reproductive management and ultrasonography evaluations

Transrectal ultrasonography examination was performed using a 7.5-MHz
linear array probe (Pie Medical, Maastricht, Netherlands) every 3 days from 10 DIM
up to ovulation in 17 females (Somatotropin group, n = 8; Control group, n = 9).At
each examination, a sketch of each ovary was made, and the diameter and location
of follicles > 3 mm in diameter were recorded (Ginther et al. 1989). Ovulation was
defined as the disappearance (from one examination to the next) of a previously
identified follicle > 8 mm in diameter (Martinez et al. 2005) along with the detection of
a CL in the same ovary in a further examination.

Cows were further divided disregarding somatotropin treatment and the
groups were divided according to ovulation of the dominant follicle of the first post-
partum wave.The groups were designated as cows that ovulated the first wave
(OFW) or cows that had not ovulated the first wave (NOFW).

Statistical analyses
The results are presented as means * standard error of the mean (SEM). All

statistical analyses were performed using SAS (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA).
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Analyses involving repeated measures over time (e.g.NEFA, BHBA and milk
production) were compared between treatments by analysis of variance for repeated
measures using the MIXED procedure to evaluate the main effects of time,
treatment, and their interactions (Littell et al. 1998). The statistical models and data
analyses were designed and performed separately for the pre and postpartum
periods. When the interaction between treatment and time was significant (P<0.05),
pair-wise comparison of individual means was conducted. Percentage of cows
ovulating the first wave, OFW and NOFW were analyzed by chi-square. Diameter of
dominant follicle the first wave postpartum and the day of first postpartum ovulation
was analyzed by One-way ANOVA.A value of P<0.05 was considered significant and

a value of between 0.05 and 0.1 was considered as a tendency.

Results

There was a day by group interaction for plasma NEFA concentrations during
the prepartum period (P=0.03) and a tendency for the day (P=0.07) but no effect
ofthe group (P=0.35). There was only an effect of the day (P<0.001) for postpartum
NEFA concentrations. Postpartum NEFA concentration was higher at 0, 7 and 14
DIM than at 21, 28, 35 and 42 DIM (P<0.05) (Figure 1). For pre and postpartum
BHBA there was no effect of day (P=0.56 and 0.15, respectively), group (P=0.20)
and 0.44, respectively) or day by group (P=0.57 and 0.56, respectively) (Figure 1).
Milk production was not different between control (17.53 £ 0.66 kg/cow/day) and
somatotropin groups (16.13+0.67 kg/cow/day) (P=0.14).

[Figure 1]
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Prepartum somatotropin administration did not affect the moment of the first
postpartum ovulation (P=0.28), proportion of cows ovulating the first follicular wave
(P=0.49) or diameter of the first postpartum dominant follicle (P=0.37).

When divided by ovulation of the first wave, 5 cows ovulated during the first
wave (29.41%), while 12 (70.58 %) did not. The interval between calving and first
ovulation was 18.9 + 1.6 days forOFWcows and 39.0 + 2.3 days for NOFW cows
(P<0.01). Plasma concentration of NEFA and BHBA was not different betweenOFW
and NOFWcows. In addition, the daily milk yield during the experimental period was

not different between these two groups.

Discussion

In the present study mean concentration of NEFA and BHBA did not differ
significantly between groups during the prepartum period, and no significant increase
in NEFA and BHBA concentrations was observed at the postpartum period. This
observation is similar to the related data described by Gulay et al. (2003). The effect
of prepartum somatotropin injection on postpartum concentrations of NEFA and
BHBA is controversial. While some report a positive effect (Putham et al., 1999 and
Schneider et al.,, 2011), others found no relationship (Vallimont et al. 2001). The
concentration of NEFA and BHBA are commonly used markers of NEB and ketosis in
transition dairy cows (Ospina et al. 2010). Cows with high milk production have more
energy demand and mobilize more body reserves to overcome the greater energy
requirements, which exacerbate the changes in metabolic and hormonal factors
during early lactation (Butler, 2003; Veerkamp et al., 2003). In this study there was

no significant increase in NEFA or BHBA, which indicate that these cows were not in
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a severe NEB and can explain the lack of effect of prepartum somatotropin as
compared to other studies (Putnam et al., 1999; Schneider et al., 2011).

Milk production was not increased by prepartum somatotropin treatment.
Similarly, Eppard et al. (1996) did not observated increased milk production in
Holstein and Jersey cows that received a full dose of somatotropin during 28 days at
the prepartum period. However, cows in that study also were used for milk fever
induction, which may have affected milk production responses. In another study,
Bachman et al. (1992) concluded that milk yield of treated and control cows did not
differ due to prepartum injections of 25mg of somatotropin/day. In contrast, Putnam
et al. (1999) observed that cows treated with somatotropin (500mg/day) starting 28
days before the expected calving date through parturition, produced 3.3 kg/d more
milk than controls during the first 42 days of lactation and Schneider et al. (2011)
observed similar increases of 2.8 kg/cow per day. However, is important to notice
that our study used exclusively obese cows and this could have affected the results.

Somatotropin treatment did not increase the number of heifers that ovulated
the first postpartum wave, and did not anticipated resumption of ovulation. This is in
contrast with Schneider et al. (2011) findings, who observed that, using heifers with
moderate BCS,a higher number of heifers in the somatotropin tratement group
ovulated the first postpartum dominant follicle. Several studies have reported that
NEB and its markers NEFA, BHBA and IGF-I have a strong association with
reproductive performance and milk production (Reist et al., 2003; Walsh et al., 2007;
Wathes et al., 2007). In the present study NEFA and BHBA concentrationsor even
milk production did not differ between groups, which may explain why no significant

difference was found for the moment of the first postpartum ovulation.
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In conclusion, somatotropin injection during the prepartum period in late
pregnant Holstein heifers with high BCS did not reduce the interval between calving
and the first ovulation and did not increase milk production during the first 9 weeks
postpartum. In addition, it also did not improve parameters that indicate that these
heifers had a less severe NEB during the early postpartum period as demonstrated

for lean cows in previous reports.
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5. Concluséo geral

Em concluséo, a administracdo de somatotropina durante o periodo pré-parto
de novilhas da raca Holandés com elevado escore de condigédo corporal nao reduziu
o intervalo entre parto ea primeira ovulacdo, e ndo aumentou a producao de leite
durante as primeiras 9 semanas ap0s o parto. Além disso, a administracdo de
somatotropina ndo melhorou os parametros que indicam que estas novilhas tiveram

um balango energético negativomenos intenso durante o periodo pos-parto.
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