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Acio da dopamina na secreciao do hormonio do crescimento em

novilhas pré-puberes da raca Nelore

Dopamine action in prepubertal Nelore heifers growth
hormone secretion

Emiliana Oliveira Santana Batista'"; Daniel Cardoso?; Guilherme Paula Nogueira®

Resumo

O objetivo deste trabalho foi investigar o papel da dopamina na regulagdo da secre¢do do hormodnio
do crescimento (GH) durante a maturagdo sexual em novilhas da raca Nelore. Os animais foram
distribuidos de forma aleatéria em dois grupos: Grupo sulpiride (antagonista dopaminérgico; 0,59 mg/
kg, S.C.) e grupo controle (solugdo salina S.C.) aos 8, 12 e 16 meses de idade. Amostras de sangue
foram colhidas a cada 15 min por 10 h apds a administracdo das solugdes. A quantificagdo hormonal foi
realizada por radioimunoensaio. O coeficiente de variagdo inter-ensaio, intraensaio e a sensibilidade dos
ensaios de GH foram, respectivamente: 17%, 15% e 0,25 ng/mL. O tratamento com sulpiride aumentou
a concentracdo média de GH aos 8 meses (10,10 £+ 0,38 ng/mL vs 4,3 + 0,34 ng/mL; P < 0,05) ¢ 12
meses de idade (9,46 £+ 0,35 ng/mL vs 3,74 + 0,19 ng/mL; P < 0,05). Dentro do grupo sulpiride a
concentragdo média de GH foi maior aos 8 ¢ 12 meses comparada aos 16 meses de idade (10,10 + 0,38
ng/mL vs 9,46 + 0,35 ng/mL vs 4,87 = 0,35 ng/mL; P < 0,05). Nao houve diferenga entre os grupos (P
> 0,05) em relagdo a area total de secre¢do de GH, area total de picos, amplitude maxima dos picos de
GH. Os resultados sugerem que a dopamina tem efeito inibitdrio sobre a secre¢do de GH, decrescendo
em fun¢@o da idade nas novilhas pré-puberes da raca Nelore.

Palavras-chave: Bos indicus, hipotalamo, puberdade, sulpiride

Abstract

The aim of this study was to evaluate the response of dopamine in the growth hormone secretion (GH)
during Nellore heifer’s sexual maturation. The animals were randomly assigned into two experimental
groups: Sulpiride group (dopamine D, antagonist, 0.59 mg/kg, S.C.) and control group (saline solution
S.C.) at 8, 12 and 16 months of age. Blood samples were collected every 15 min for 10h after drug
injection. Growth hormone was quantified by RIA, sensitivity (0.25 ng/mL) and intra and inter-assay
variation coefficients were 15% and 17%, respectively. GH concentration was higher in sulpiride group
than control group at 8 mo (10.1 + 0.38 ng/mL vs 4.3 + 0.34 ng/mL; P <0.05) and 12 mo of age (9.46 =
0.35 vs 3.74 £ 0.19 ng/mL; P <0.05). In sulpiride group GH average concentration was greater at 8 and
12 mo compared to 16 mo of age (10.10 £ 0.38 ng/mL and 9.46 + 0.35 ng/mL vs 4.87 £ 0.35 ng/mL; P
<0.05) respectively. There was no difference between groups (P> 0.05) in total GH secretion area, total
peak area and maximum peak amplitude. These results suggested an inhibitory dopamine effect on GH
secretion in pre-pubertal Nellore heifers that decreases according to age.
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Introducao

A idade a puberdade tem efeito impactante na
eficiéncia reprodutiva e produtiva em bovinos
de corte e leite (SANTOS et al., 2006). Melhoria
genética e nutricional visando reducdo da idade
a puberdade contribui para o aumento na vida
reprodutiva e a producdo de maior numero de
bezerros ao longo da vida reprodutiva da fémea,
com beneficios para toda a cadeia produtiva
(CARDOSO; NOGUEIRA, 2007). Desta forma,
além da implementag@o de boas praticas de manejo
para melhoria do sistema de produgao, ¢ importante
conhecer os processos fisiologicos que controlam
a primeira ovulagdo (PATTERSON; WOOD;
RANDLE, 2006).

A idade a primeira ovulacdo e a funcionalidade
reprodutiva de uma fémea apresenta ligacdo
direta com aspectos relacionados a condigdo
nutricional, condigdo corporal, fatores endodcrinos,
neuroendocrinos e suas inter-relagdes. A forma
exata como esta relacdo ¢é estabelecida ainda ndo
estd elucidada (CHEUNG et al., 1997, MONTEIRO
et al., 2013). Chagas et al. (2007) indicaram a
importancia da ligacdo entre o fluxo de nutrientes
com o eixo gonadotréfico e somatotrofico. O
hormonio do crescimento (GH), a insulina, fatores
de crescimento do tipo insulina (IGFs) e leptina
tém papel importante em integrar as funcdes de
lactacdo, nutricdo e reprodu¢do (CHAGAS et al.,
2007, CHELIKANI et al., 2009).

Mudangas na concentracdo média e amplitude
dos pulsos de GH foram observadas no periodo pré-
pubere em novilhas, sugerindo participagdo do GH
no desenvolvimento puberal (YELICH et al., 1996).

Um dos mecanismos pelo qual o GH parece
participar do processo de maturagdo que permite que
ocorra a puberdade ¢ por aumentar a sensibilidade
ovariana as gonadotrofinas (ADVIS; WHITE

SMITH; OJEDA, 1981).

Durante a maturacdo sexual na novilha, além
das modificacdes na sensibilidade do hipotalamo
ao estradiol, ocorrem alteracdes nas respostas a

neurotransmissores excitatorios e inibitérios em
fungdo da idade e da disponibilidade de energia no
meio interno (RAWLINGS etal.,2003). Emnovilhas
da raga Nelore houve diminui¢dao da sensibilidade
hipotaldmica a esteroides gonadais durante o
processo de maturagdo sexual e participacdo de
neurotransmissores alfa — adrenérgicos na secre¢ao
de LH (CARDOSO; NOGUEIRA, 2008). O
conhecimento dos mecanismos neuroendocrinos
envolvidos na maturacdo sexual de novilhas Nelore
possibilita intervir no processo e antecipar a idade a
primeira ovulagdo destes animais.

O objetivo deste estudo foi avaliar a concentracao
de GH em resposta ao uso de um antagonista
dopaminérgico em novilhas pré-puberes da raga
Nelore. Admitiu-se a hipotese de que a secregdo de
GH ¢ inibida pela dopamina.

Material e Métodos

Foram utilizadas 10 novilhas da raca Nelore,
oriundas de um rebanho comercial. Apds o desmame
(seis meses de idade, peso vivo médio de 130 kg),
estas foram levadas para o Campus da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), localizada na cidade de Aragatuba, Estado
de Sdo Paulo (latitude 21° 12° 32” sul e longitude
50° 25” 58” oeste). As novilhas foram mantidas em
piquetes de capim Tanzania (Panicum maximum,
Jacq.cv. Tanzania I), recebendo suplementagdo com
bagago de cana hidrolisado, concentrado (milho,
soja e nucleo) e com livre acesso a sal mineral e
agua. As novilhas foram distribuidas em dois
grupos, sendo: a) CONTROLE (C): que receberam
solugdo salina, S.C. (mesmo volume em que era
administrado sulpiride), aos 8 (n = 5), 12 (n = 5)
e 16 meses de idade (n = 4) b) SULPIRIDE (S):
novilhas tratadas com sulpiride, antagonista de
receptor (D2) dopaminérgico (Sigma-Aldrich, CO.
St. Louis, MO, US, S8010); 0,59 mg/kg, S.C., aos
8 (n=4), 12 (n =15) e 16 meses de idade (n = 4).
Amostras de sangue foram colhidas a cada 15 min
por 10 h ap6s a administragao de sulpiride ou salina
(HONARAMOOZ et al., 2000).
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No dia anterior a administragdo do sulpiride, a
jugular das novilhas foi canulada, para permitir a
coleta seriada de sangue. Para isto, procedeu-se a
tranquilizagdo com a associagcdo de acepromazina
(0,02 mg/kg) e xilazina (0,5 mg/kg) por via
intramuscular (AGUIAR, 2004),
assepsia no local da pun¢@o com 4alcool iodado.
Para pun¢do da jugular, utilizou-se agulha 12 GA
(12 x 3 mm, Popper & Sons®) esterilizada com
alcool 70%. Apods a pungdo, a canula previamente
autoclavada, que consistia em um tubo de silicone
de 1,5 mm de didmetro interno e 1,97 mm de
diametro externo (Medicone®) com 45 cm de
comprimento, foi introduzida na jugular do animal
através da agulha de canulagao, de forma que 20 cm
do seu comprimento permaneceu exposto. A seguir,
a agulha de canulagao foi retirada e uma agulha (40
x 12 mm, com bisel aparado) foi inserida na por¢ao
externa da canula e colada com Araldite® (a fim de
permitir o acoplamento de uma seringa a canula) e
fechada com um adaptador Luer Lok (B-D®) com
latex autovedante. Uma solucdo de citrato de sodio
3,5% (1 mL em solugdo de NaCl 0,9%) foi injetada
no interior da canula para evitar coagulacdo do

tricotomia e

sangue.

No dia da coleta, todas as fémeas canuladas
foram conduzidas ao curral de manejo, contidas
por um cabresto,
volumoso e dgua ad libitum. Com uma seringa de
10 mL acoplada a canula inserida na veia jugular
aspirou-se 8 mL de sangue, depositando-se o
conteudo coletado em um tubo de vidro (10mL)
com 200ul de EDTA a 10% (em solucao de NaCl
0,9%), sendo posteriormente centrifugados a 3000
x g por 15 min, a 4°C. Posteriormente, o plasma
de cada amostra foi transferido, com auxilio de
pipetas Pasteur descartaveis, para seus respectivos
microtubos graduados (Scientific Specialties Inc®)
com 2mL de capacidade e acondicionados a —20°C.
As amostras permaneceram armazenadas até a
realizagdo do radioimunoensaio para a quantificagao
de GH. A quantificagdo hormonal foi feita com

sendo fornecido alimento

ensaios in house, realizados no Laboratério de

Endocrinologia Animal da UNESP, Campus de
Aragatuba. O material (AFPB 55, NHPP — NIDDK)
e os protocolos utilizados foram elaborados pelo Dr.
A.F. Parlow (National Hormone & Peptide Program,
Harbor- University of California Los Angeles, CA,
Torrance, USA). O coeficiente de variacdao inter-
ensaio, intraensaio e sensibilidade dos ensaios de
GH foram, respectivamente, de 17%, 15% e 0,25
ng/mL. A porcentagem de ligagdo variou de 25 a
30%.

Para identificacao dos picos, area de secregao de
GH e frequéncia e amplitude dos picos, utilizou-se o
programa Prisma (GraphPad Prism versdo 5.00 for
Windows). A concentragdo de GH do pos-tratamento
(ng/mL) foi calculada através da média dos valores
obtidos no periodo pos-infusdo do sulpiride (0 —
10h). Os picos foram identificados como aumentos
duas vezes maiores que o coeficiente de variagao
intra-ensaio, envolvendo, pelo menos dois pontos.
O programa calculou a area sob a curva e a area
sob os picos, utilizando a regra trapezoidal, cuja
unidade resultante foi o produto da multiplicacao
da concentracdo pelo tempo [(ng/mL) min]. O
periodo necessario para o aparecimento de pico
foi determinado em fun¢do do momento (minutos)
em que surgiu o maior pico. Os resultados foram
submetidos a analise de varidncia, com medidas
repetidas, empregando-se o programa SAS (System
for Windows — SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA,
1999-2000). As médias foram comparadas pelo
teste de Duncan (P < 0,05). Antes de cada andlise,
os dados foram testados quanto a normalidade
dos residuos e a homogeneidade das variancias.
Os resultados foram expressos como média e erro
padrao da média.

Resultados

A concentra¢ao média de GH foi maior no grupo
Sulpiride quando comparado ao grupo Controle
aos 8 (10,10 = 0,38 ng/mL vs 4,3 + 0,34 ng/mL;
P <0,05) e 12 meses de idade (9,46 + 0,35 ng/mL
vs 3,74 £ 0,19 ng/mL; P < 0,05). Aos 16 meses de
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idade nao foi observada diferenca na concentragao
média de GH entre os grupos (4,87 + 0,35 vs 3,35 +
0,27 ng/mL; P > 0,05; Figura 1a).

Nas novilhas do grupo Sulpiride a concentracao
média de GH foi maior aos 8 ¢ 12 meses que aos
16 meses de idade (10,10 = 0,38 ng/mL e 9,46
+ 0,35 ng/mL vs 4,87 + 0,35 ng/mL; P < 0,05),

respectivamente. Nao foi observado diferenca (P >
0,05) no grupo Controle nos mesmos periodos (4,3
+ 0,34; 3,74 £ 0,19 e 3,35 £ 0,38 ng/mL; Figura
la). Em relacdo a area total de secrecdo (Figura 1b),
area total de picos de GH (Figura 2a) e amplitude
maxima dos picos de GH (Figura 3a) ndo houve
diferenca (P > 0,05) entre os grupos e dentro dos
grupos nos periodos avaliados.

Figura 1. Média e erro padrao da média da (a) concentragdo média de GH, (b) area total de secrecdo de GH, pos-
tratamento em novilhas Nelores pré-puberes que receberam solucdo salina (C) e que receberam sulpiride (S), em

diferentes idades.

16 -
oC =S
14 -
12 -
10 -

a)

bGH (ng/mL)

3000 +
oCc =S
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2000 -

b) 1500

ng/ml X min
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AB T etras maiusculas diferentes sinalizam diferenga entre os meses em um mesmo grupo,

pelo teste de Duncan (P < 0,05).

T etras minusculas diferentes sinalizam diferenga entre os grupos dentro de um més, pelo

teste de Duncan (P < 0,05).
Fonte: Elaboragdo dos autores.
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Aos 8 meses de idade, o grupo Sulpiride
apresentou menor tempo para aparecimento do
primeiro pico de GH quando comparado ao grupo
controle (114 £+ 25,8 min vs 315 £ 98,36 min; P <
0,05; Figura 2b). Entretanto, aos 12 meses, o grupo
Sulpiride apresentou maior tempo em relagdo ao
grupo Controle (264 + 62,4 min vs 108 + 53,3
min; P < 0,05). Aos 16 meses, ndo foi observada
diferenca entre os grupos no tempo necessario para
o aparecimento do maior pico de GH (P > 0,05;
Figura 2b). Aos 12 meses de idade, as novilhas do

grupo Sulpiride (S) apresentaram maior tempo para
aparecimento do primeiro pico, quando comparado
aos 8 e 16 meses (P < 0,05; Figura 2b). Dentro
grupo controle, foi observado menor tempo para
ocorréncia do primeiro pico de GH aos 12 meses de
idade quando comparado aos 8 e 16 meses de idade
(P <0,05; Figura 2b).

Apo6s a administragdao de sulpiride o niumero de
picos foi maior aos 16 meses de idade (P < 0,05)
quando comparado aos 8 e 12 meses de idade.
(Figura 3b).

Figura 2. Média e erro padrao da média da (a) area total de picos de GH e (b) tempo necessario para o aparecimento do
primeiro pico de GH em novilhas Nelore pré-ptberes que receberam solugao salina (C) e sulpiride (S), em diferentes

idades.
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de Duncan (P <0,05).
Fonte: Elaboragdo dos autores.
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Figura 3. Média e erro padrio da média da (a) amplitude maxima dos picos de GH e (b) nimero de picos de secre¢ao
de GH em novilhas Nelore pré-puberes que receberam solugdo salina (C) e sulpiride (S), em diferentes idades.
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ABLetras maitisculas diferentes sinalizam diferenga entre os meses em um mesmo grupo, pelo

teste de Duncan (P < 0,05).
Fonte: Elaboragio dos autores.

Discussao

As vias dopaminérgicas t€ém papel no controle
da secrecdo de GH em algumas espécies. Em ratos,
por exemplo, estas estdo envolvidas na secre¢do
hipotaldmica de somatostatina, principal inibidor
da secrecdo de GH (CHIHARA; ARIMURA;
SCHALLY, 1979; KITAJIMA et al., 1989). Em
ovinos, a dopamina inibiu a secre¢cdo basal de
prolactina e GH em células de adenohipofise (RAY
et al., 1986). Estudos em camundongos indicam
que receptores D2 dopaminérgicos controlam a
maturagao do eixo somatotrofico (NOAIN et al.,
2013).

No presente estudo, o efeito do sulpiride diminuiu
com a idade no grupo tratado comparada ao grupo
controle ao longo do tempo. O bloqueio da acdo
dopaminérgica com o uso de sulpiride (antagonista
de receptor D2 dopaminérgico) promoveu aumento
(P < 0,05) na concentragdo média de GH, aos 8 e
12 meses de idade, comparado ao grupo Controle
(Figura 1). No entanto, Westetal. (1997) observaram
que o bloqueio de receptores D2 dopaminérgicos ndo
interferiu na liberacao de somatostatina ou GHRH,
sugerindo que a liberacdo de GH nao envolve a acdo
em receptores D2 dopaminérgicos.
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Dados sugerem uma variacao idade-dependente
na densidade de receptores D1 e D2 em varias
regides cerebrais (SCHAMBRA et al., 1994). Os
corte histoldgicos hipotalamicos utilizados no
experimento de West et al. (1997) foram obtidos
de cérebros de bovinos com mais de 12 meses de
idade e, no presente experimento com novilhas
Nelore, foi observado que a concentracdo média
de GH pos-tratamento com sulpiride aumentou
apenas em periodo igual ou menor a 12 meses de
idade comparada ao grupo controle. Aos 16 meses,
ndo foi observada diferenca na concentracdo de
GH entre o grupo Sulpiride e Controle. Além disso,
o efeito de um antagonista dopaminérgico pode
ser dependente inclusive do modelo bioquimico
utilizado (OLIVEIRA; REIMER; BRANDAO,
2009). De acordo com a dose utilizada o sulpiride
pode bloquear receptores D2 pré e pos-sinapticos
(VASCONCELOS et al., 2007) ou
receptores pos-sindpticos (WEST et al., 1997).
Sendo assim, é possivel que no periodo avaliado
(8 e 12 meses, em relagdo aos 16 meses de idade)
exista uma variagdo na sensibilidade dos receptores
a dopamina, promovendo aumento
na concentragdo do hormoénio do crescimento.
Além desta possivel variagao da sensibilidade dos
receptores, ha também possivelmente uma variagao
na concentragdo de dopamina em relacdo a idade
dos animais, o que também pode ter influenciado
na acao do sulpiride. Em bovinos machos, a
concentracdo de dopamina aumentou na area pré-
optica do hipotdlamo da quinta para a décima
semana de idade (RODRIGUEZ et al., 1993) e
na eminéncia média, dos 8 aos 12 meses de idade
(DEAVER; BRYAN, 1999).

somente

sensiveis

No presente trabalho, o uso do antagonista
dopaminérgico aos 8 meses de idade reduziu o tempo
para o primeiro pico, no entanto, aos 12 meses,
aumentou o tempo para aparecimento do primeiro
pico em relagdo ao grupo controle (Figura 2b). Aos
8 meses, a diminui¢do do tempo necessario para
aparecimento do primeiro pico de secrecdo de GH
sugere possivel aumento na frequéncia de pulsos de

secrecao que nao foi constatada no nlimero de picos.
No entanto, essa reducdo no tempo para o primeiro
pico nos mostra que o sistema dopaminérgico aos
8 meses pode exercer sua agdo inibitoria sobre a
secrecao de GH tanto diminuindo sua concentragao,
como bloqueando o aparecimento do primeiro pico.

Aos 12 meses era esperado que o tempo para o
primeiro pico também fosse menor para o grupo
Sulpiride que para o controle, ja que neste periodo
foi observada maior concentragdo de GH com o
uso do antagonista dopaminérgico. Entretanto,
o tempo para aparecimento do primeiro pico
foi maior no grupo Sulpiride. Os mecanismos
de controle da secre¢do de GH podem envolver
tanto o GHRH, que tem acgdo excitatoria sobre a
secrecdao deste hormdnio, quanto a somatostatina,
que apresenta agdo inibitéria. Com a maturagao do
eixo hipotalamo-hipdfises provavelmente ocorrem
mudancas no padrao do controle da secrecdo de GH,
podendo existir alternancias de efeitos da dopamina.

O hormoénio do crescimento ¢ secretado
em pulsos e o padrio de secrecdo pode variar
dependendo do sexo, espécie e fotoperiodo
(GAHETE et al., 2009). Apesar de a pulsatilidade
ser controlada pelo hipotalamo, foi observado
também cultura de somatotrofos apresentando
secre¢do de GH pulsatil (HASSAN; MERKEL,
1994). A secrecdo episodica de GH pode ser alterada
por diversos fatores do sistema nervoso central,
da hipdfise ou fatores periféricos (MCMAHON
et al.,, 2001). Embora a somatostatina ¢ o GHRH
sejam os principais moduladores da secrecao de
GH, outros neuropeptidios, neurotransmissores
e neurohormonios alteram a secrecdo de GH
indiretamente, agindo sobre a somatostatina e/ou
hormonio liberador do horménio do crescimento
(MCMAHON et al., 2001).

O aumento no numero de picos observado nos
animais aos 16 meses pode ser consequéncia da
aproxima¢ao da maturagdo do eixo hipotalamo-
hipofise em relag@o aos animais aos 8 e 12 meses de
idade. Um aumento na concentracao de GH anterior
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a puberdade, altas concentragdes na puberdade e
um declinio pos-puberdade foram observados em
novilhas bufalas (HALDAR; PRAKASH, 2006). No
entanto, ndo foi observado aumento no nimero de
picos no grupo Controle de novilhas da raca Nelore,
o que sugere que o bloqueio da acdo dopaminérgica
neste periodo, com o uso do sulpiride, permitiu
maior nimero de picos. Desta forma, o uso de um
antagonista dopaminérgico sugere agdo inibitoria
da dopamina sobre a secre¢do de GH, evidenciado
de diferentes formas: aumento na concentragdo
média de GH aos 8 e 12 meses de idade e aumento
no numero de picos de secregdo de GH aos 16
meses. Estes resultados diferem dos encontrados
por Cardoso et al. (2009) que n3o observaram
participacdo da dopamina como neurotransmissora
na secregao de LH.

Aceitamos a hipdtese de que a dopamina
exerce acdo inibitoria sobre a secrecdo de GH ao
longo da maturacdo sexual em novilhas da raga
Nelore. Conclui-se que, com o uso do antagonista
dopaminérgico sulpiride promoveu aumento na
concentracdo de GH aos 8 e 12 meses de idade, com
menor intensidade aos 16 meses de idade.
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