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RESUMO

COSTA MFO. Participacao do DNA Mitocondrial na precocidade sexual de
bovinos machos da raga Nelore. 2004, 83p. Tese de Doutorado — Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto.

As mitocOndrias tém funcao importante na oxidagao fosforilativa que produz energia
para as células, também é fundamental para a sintese de esterdides, o primeiro e limitante
passo da esteroidogénese ocorre dentro da matriz mitocondrial. As mitocondrias possuem
material genético proprio (mtDNA) e transmitem-no por heranga materna. Animais de duas
linhagens maternas diferentes podem atingir a puberdade em periodos diferentes. Essa
diferenca pode ser estendida para as diversas variaveis estudadas, na avaliagéo dos eixos
reprodutivo e de crescimento. Variagdes no mtDNA afetam indiretamente a puberdade,
melhorando a taxa de crescimento e podem auxiliar ainda no metabolismo energético do
eixo reprodutivo. O objetivo do presente trabalho foi observar como o mtDNA pode afetar a
instalacdo da puberdade em bovinos. Bovinos machos da raga Nelore foram
acompanhados dos 8 aos 18 meses de idade a cada duas semanas, para estimativas de
peso corporal, perimetro escrotal, amostras de sangue para estimativas de testosterona e
IGF-1 plasmaticos e coleta de sémen para observacdo do aparecimento do primeiro
espermatozoéide. No inicio dos estudos os animais foram divididos em dois grupos de
mtDNA diferentes, taurus e indicus, usando a técnica de PCR-RFLP, usando a enzima de
restricdo Hind Il para identificagdo de polimorfismos. Animais com mtDNA indicus atingiram
a puberdade 40,2 dias antes que os animais com mtDNA tfaurus. Foram encontradas
correlagdes positivas entre o peso corporal, perimetro escrotal, testosterona e IGf-1
plasmaticos. As variaveis estudadas aumentaram com a idade e a testosterona plasmatica
foi mais alta pela manha do que ao meio dia. Nao foram encontradas diferencas para os
caracteres seminais. Acreditamos que a selegdo de reprodutores passa necessariamente
por uma avaliagao criteriosa da performance reprodutiva dos animais. A indicagéo de que
os animais portadores de mtDNA indicus s&o precoces sexualmente em relagdo aos
animais portadores de mtDNA taurus é um resultado importante, tanto do ponto de vista
académico-cientifico, quanto na area de aplicacao. Nesse estudo, as associagdes entre o
mtDNA e a puberdade dos animais sugere uma relagdo da heranga materna com os eixos
reprodutivo e do crescimento. O mtDNA indicus adiantou a instalacdo da puberdade,
aumentou o peso corporal e o perimetro escrotal dos animais comparado ao mtDNA taurus.
Esses resultados nos permitem propor que este polimorfismo no mtDNA seja um marcador
de precocidade sexual para bovinos em condic¢des tropicais.

Palavras-chave: DNA mitocondrial, polimorfismos, bovinos, Nelore, puberdade, precocidade
sexual, eixo do crescimento, eixo reprodutivo.
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ABSTRACT
COSTA MFO. Role of the Mitochondrial DNA in sexual precocity in Nelore

bulls. 2004, 83p. Doctor Thesis — Faculty of Medicine of Ribeirao Preto, Sao
Paulo University, Ribeirao Preto.

The mitochondria have a function in oxidative fosforilation that produces the cell energy,
also have a fundamental role in steroid synthesis, the first and limiting step of steroid
synthesis occurs at mitochondrial matrix with an enzyme present at inner mitochondrial
membrane. Mitochondria have an own genome (mtDNA) and this genome is transferred by
maternal inheritance. Two distinct maternal origins (indicus and taurus) could determine
puberty at two different ages. Also this difference should be related to parameter used to
evaluate the reproductive and growth axis. Any effect of mtDNA polymorphisms may be
exerted indirectly affecting puberty cues, through improve of growth rate. Alternatively, the
association of mitochondria with cellular energy metabolism suggests a possible direct effect
of mtDNA polymorphism on growth and reproductive axis. The aim of this work was study if
the mtDNA could interfere with the onset of puberty in bovines. Nelore bulls (Bos indicus)
were followed between 8-18 months age biweekly, for body weight, scrotal circumference,
blood for plasmatic testosterone and IGF-1, and semen to found the first motile sperm
samples. Animals were divided in two groups by mtDNA, taurus and indicus, with PCR-
RFLP techniques with restriction enzyme Hind Il to polymorphism identification in ND5
region. Animals with maternal origin indicus were 40.2 days precocious than animals with
mtDNA faurus. Were found positive correlations among body weight, scrotal circumference,
plasmatic testosterone and IGF-1. Studied variables increased by age, and plasmatic
testosterone is higher at morning than at noon. There were not differences between
maternal inheritances for seminal characters. In this study, associations between the mtDNA
markers and bull puberty suggest a role of maternal inheritance in growth and reproductive
axis. The mitDNA indicus advanced the onset of the puberty, increased body weight and
scrotal circumference, when compared with mtDNA taurus. These results permit us propose
that this polymorphism in the mtDNA could be a marker to sexual precocity for Nelore bulls,

under tropical conditions.

Key-words: Mitochondrial DNA, polymorphisms, Nelore bulls, puberty, sexual precocity,
growth axis, reproductive axis.
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I- INTRODUCAO

A mitocondria tem um papel no desenvolvimento e na senilidade dos animais,
mantendo as chaves da dindmica dos ciclos celulares e da disponibilidade energética.
O DNA mitocondrial (mtDNA) pode aumentar até 20% do peso corporal em roedores,
tanto ao nascer como apds o desmame, mostrando-se portanto, responsavel em parte
pelo desenvolvimento somatico (GH e IGF-1 dependentes). Além de diretamente
envolvido na disponibilidade energética do organismo, o mtDNA também pode estar
associado as altera¢des no padrao de sintese de esterdides, ja que as etapas limitantes
da esteroidogénese séo realizadas nas mitocondrias com as enzimas StAR e P450s..

Existem duas linhagens de bovinos, uma oriunda da peninsula ibérica, na
Europa, que sao conhecidos como gado europeu ou taurino, e, outra oriunda da regiao
da India, conhecida como, indiana ou zebuina. Esses animais apresentam
caracteristicas diferentes porque seus ancestrais foram separados em tempos
passados. No Brasil existem animais com mtDNA de Bos taurus (TT), de Bos indicus (l1)
e de hibridos com associacao dos dois (IT). A raca Nelore € uma raca zebuina de
origem indiana, mas apesar disso existem individuos que apresentam mtDNA taurino,
denotando que em alguma fase do desenvolvimento da ragca houve cruzamento com
animais de ragas taurinas, normalmente de machos zebus com fémeas taurinas, uma
vez que o mtDNa é transmitido por heranga materna. Portanto, os bovinos da raca
Nelore constituem-se bons modelos de estudo para heranga mitocondrial, porque

apresentam tanto mtDNA de Bos faurus como de Bos indicus .

Em bovinos de ragas européias, Bos taurus, a instalagdo da puberdade ocorre
precocemente (14 meses), quando comparados aos animais de ragas indianas, Bos
indicus (24-30 meses). Atualmente, devido a realizacdo de selegcdo genética e/ou
fenotipica em animais Bos indicus, esta idade foi drasticamente reduzida para cerca de
15 a 18 meses. Em estudos recentes de nosso laboratério, mostramos que estes
animais selecionados apresentam precocidade sexual, caracterizada pela
circunferéncia escrotal maior, pela espermatogénese precoce e pelas concentracdes
séricas de testosterona, relacionadas com a maturagéo testicular e espermatogénese, e
de IGF-1, associado ao crescimento somatico, maiores. A idade média da puberdade
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desses animais foi aos 13,6 meses. Aos animais com essas caracteristicas de
precocidade sexual também associou-se viabilidade reprodutiva alta (>40%),
concentracdes séricas altas de testosterona e concentracdes altas de IGF-1.

Se o mitDNA é responsavel, mesmo que parcialmente, pelos mecanismos de
crescimento e desenvolvimento, e do aumento de peso ao nascer e ao desmame,
estaria entdo a heranga materna associada a instalagdo da puberdade estimada pelos
parametros peso corporal, circunferéncia escrotal, producdo espermatica,
concentragOes plasmaticas de testosterona e de IGF-1? E a determinagéo da qualidade

de um reprodutor?

Portanto justifica-se assim um estudo que associe caracteristicas de instalagao

da puberdade em animais que possuem diferentes tipos de mtDNA.
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11 - REVISAO DA LITERATURA

Acreditamos que a selecao de reprodutores passa necessariamente por uma
avaliacao criteriosa da performance reprodutiva dos animais. A indicagdo de que o0s
animais portadores de mtDNA indicus sao precoces sexualmente em relagdo aos
animais portadores de mtDNA taurus é um resultado importante, tanto do ponto de vista
académico-cientifico, quanto na area de aplicacao. As diferengcas encontradas nas
concentracdes de testosterona e IGF-1, no peso corporal e no perimetro escrotal em
diversas racas bovinas sugerem que pode haver variacdo nos mecanismos de
regulacdo desses hormdnios e conseqientemente variagdo nos efeitos, peso e
tamanho de testiculos (Thomas et al, 2002).

A puberdade € a transi¢ao do individuo infantil para adulto. Neste periodo, uma
cascata de eventos conduz a maturacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas,
ocorrendo mudancgas no perfil hormonal. O eixo passa a secretar gonadotrofinas, o
horménio luteinizante (LH) e o horménio foliculo estimulante (FSH), em resposta ao
aumento da pulsatilidade do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH). Este
processo fornece um ambiente adequado para que se inicie e estabeleca a
androgénese e a espermatogénese, tornando o individuo capaz de participar do ciclo
reprodutivo da prépria espécie (Ojeda & Urbasnki, 1994).
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A testosterona € um horménio esterdide, principal responsavel pelas
caracteristicas sexuais masculinas. A sintese e secregcdo de testosterona se da
principalmente nas gbnadas masculinas. A regulacéo central € integrada no hipotalamo,
local que responde pela sintese e secrecdao de GnRH, que atua na hipéfise causando a
liberacdo de gonadotrofinas, o LH e o FSH. As gonadotrofinas sao liberadas na
circulacdo e promovem seus efeitos principalmente nas génadas (no caso do macho
nos testiculos). Nos testiculos, o LH estimula a sintese e secregcdo de testosterona
pelas células de Leydig, ja o FSH estimula os eventos de espermatogénese e
espermiogénese que levam a producao de espermatozdides (Hall, 1994).

Para que o processo da puberdade seja instalado e garanta uma producgao
espermatica desejada na fase adulta é imprescindivel que uma conexdo temporal
pontual exista entre o desenvolvimento somatico e o gonadal. Um importante fator
ligado diretamente ao crescimento e desenvolvimento somatico do animal € o horménio
do crescimento (GH). O GH, assim como o LH e o FSH, é regulado pelo hipotalamo e €
necessario para o desenvolvimento das génadas masculinas e femininas (Strobl &
Thomas, 1994), e participa da modulagdo das fungdes do eixo hipotalamo-hipdfise-
gbnadas (Chandrashekar & Bartke, 1998). Apds o nascimento, os efeitos do GH séo
mediados pelo fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1). O GH ao ser
liberado pela hipo6fise ganha a circulagao, atuando principalmente no figado e nos ossos
estimulando a producéo e liberacao de IGF-1 no plasma. O mRNA hepatico para IGF-1
esta estreitamente correlacionado as concentragdes plasméaticas de IGF-1, sugerindo
que a producgao hepatica de IGF-1 determina as concentragcées plasmaticas de IGF-1
(Cordano et al, 2000). Este fator responde pela maioria das ac¢des atribuidas ao GH,
como os estimulos ao crescimento tecidual e a proliferacao celular. O GH ainda age
sensibilizando as gbnadas para os efeitos do LH e do FSH, pela elevagdo do IGF-1
circulante ou pelo estimulo da producéao local de IGF-1 (Strobl & Thomas, 1994). Nos
testiculos a regulacdo da producgdo de IGF-1 é influenciada pelo LH, pelo FSH e por
andrégenos (Spiteri-Grech et al, 1991). A producéo testicular de IGF-1 é regulada pelas
gonadotrofinas, LH e FSH, que aumentam o contetdo de mRNA de IGF-1 e de
peptideos, ocorrendo uma cooperagcao entre as células de Leydig e Sertoli para a

secrecao de IGF-1 (Saez, 1994). Outra importante relacdo de IGF-1 com a via da
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esteroidogénese foi constatada por Balasubramanian et al (1997), no qual o IGF-1
estimulou a expressao do gene e a producdo de mRNA da StAR (Steroidogenic Acute
Regulatory Protein) em células de granulosa de suinos. Pode-se notar a estreita relagéo
entre o eixo do crescimento e o eixo reprodutivo.

Fatores extrinsecos podem controlar o IGF-1. A alimentacdo aumenta tanto o
IGF-1 plasmatico quanto o receptor 1A hepatico (Smith et al, 2002) e o status social
pode inibi-lo. Sapolski & Spencer (1997) relataram a diminuicdo de IGF-1 plasmatico de
babuinos machos subordinados frente a presenca do macho dominante, ou macho alfa.

Espermatogénese e Espermiogénese

O aparelho reprodutor masculino é composto pelos testiculos, epididimos, canais
deferentes, uretra e glandulas sexuais acessorias. Os testiculos sdo responsaveis pela
producdo de espermatozéides e de andrégenos, e possuem uma estrutura enovelada
de tubulos seminiferos. Estes tubulos desembocam numa regidao coletora chamada
rede testis de onde os espermatozdides se dirigem ao epididimo, érgdo composto por
um tubo unico extremamente enovelado, constituido de cabega, corpo e cauda. Durante
o transito no epididimo os espermatozoides sdo maturados, adquirem capacidade de
fertilizacado e sdo armazenados na cauda até o momento da ejaculacao (Sharpe, 1994;
Luke & Coffey, 1994).

A espermatogénese € iniciada durante a puberdade como conseqiéncia do
aumento da secregcdo do FSH e modificacdo na secrecao de LH (Clermont, 1972, e
Kierszenbaum, 1994). E possivel que um dos primeiros eventos ocorridos na
puberdade seja a proliferacdo das espermatogbnias, provavelmente por controle das
células de Sertoli. Esse evento de proliferagédo e diferenciacado das células germinativas
e desencadeamento dos processos de meiose € responsavel por algumas importantes
alteracdes estruturais: a formacgao das “tight junctions” pelas células de Sertoli formando
os dois compartimentos dos tubulos e a formagao da barreira hemato-testicular, e o
aparecimento do limen devido a secrecédo de fluido do tubulo seminifero (STF) pelas
células de Sertoli que ainda sofrem modificacdes nucleares e citoplasmaticas,
aumentando significativamente de tamanho. Ainda no processo da maturagdo das

células de Sertoli ocorre uma mudanga na responsividade destas células, que iniciam
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dependendo de FSH, e depois passam a depender de testosterona. Na preparacao
para essa troca de resposta, o préprio FSH parece ter um papel importante na
determinagdo do numero apropriado de células de Leydig, para que ocorra a producao
das quantidades altas de testosterona (Sharpe, 1994).

O controle local da espermatogénese é realizado por uma fina interacao célula-
célula dos trés principais tipos celulares dos testiculos: Sertoli, Leydig e células da
linhagem espermatica. Essa regulagdo é responsavel pela producdo e utilizacdo da
testosterona e pelos complexos mecanismos de sinalizagao intratesticulares (Sharpe et
al, 1990). Algumas interacdes e sinalizagbes entre as células de Sertoli e células de
Leydig j& foram observadas. Antes da puberdade (Matsuzaki et al, 2001) e durante o
desenvolvimento normal do animal, as células de Sertoli secretam quantidades maiores
de inibina, colaborando com a inibi¢do das secregdes de LH e FSH na hipdéfise (Kaneko
et al, 2001).

As mitocondrias das células germinativas iniciam a diferenciacdo na
espermiogénese, a matriz mitocondrial se torna difusa e vacuolizada. As espermatides
em diferenciacdo também perdem a “heat shock protein” 60 (hsp60), sugerindo uma
provavel deficiéncia nos mecanismos de importacdo de proteinas. Ao contrario de
outras células em que a mitocondria possui varias copias do miDNA, no
espermatozéide maduro ha apenas uma Unica copia por organela (Cummins, 1998). As
células germinativas da linhagem espermatica ainda participam ativamente na
regulagdo da producdo do fluido intratubular, principalmente pela interacdo das

espermatides alongadas com as células de Sertoli (Sharpe et al, 1991).

Puberdade Precoce, Esteroidogénese e Mitocondrias

Fatores relacionados diretamente ao crescimento corporal ou ao
desenvolvimento sexual podem determinar que um individuo alcance precocemente a
maturidade sexual. Entender os eventos que ocorrem na puberdade sdo essenciais
para compreensdo da regulagdo destes fatores, podendo assim adicionar novos
parametros para a selecdo de animais para precocidade sexual. Individuos precoces

iniciam a vida reprodutiva mais cedo, por isso tém uma vida util reprodutiva mais longa
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e terdo mais chances de deixarem descendentes com essas caracteristicas de
precocidade. Esse processo de reducdo da idade da puberdade pode diminuir os
custos de producédo de matrizes e reprodutores. Ainda do ponto de vista da producéo,
individuos precoces poderao atingir mais cedo o0 peso para o abate, diminuindo o tempo
de criagdo, otimizando os recursos das propriedades, levando ao aumento da produgao
de carne, tanto pelo aumento do numero de crias quanto pelo menor tempo em que 0s

animais poderao ser destinados para o abate.

Os esterdides, no macho em especial a testosterona, estimulam o crescimento
corporal e atuam como agentes anabdlicos (entre outros efeitos, acarretando o ganho
de massa muscular). Os andrégenos respondem pelo desenvolvimento e manutencao
da genitalia externa e interna, pelo aparecimento das caracteristicas sexuais
secundarias, pelo desenvolvimento do sistema musculo-esquelético e também atuam
no eixo hipotalamo-hipéfise regulando as sintese e secre¢cdo de GnRH, LH e FSH
através de inibicao por retroalimentagdo (Saez, 1994). Além disso, os andr6genos
atuam diretamente nos testiculos estimulando a espermatogénese, fazendo com que as
concentragbes intratubulares se mantenham extremamente altas, o que ¢é
imprescindivel para o transcorrer da espermatogénese e da espermiogénese (Saez,
1994).

Dentro da célula, o processo de conversdo dos esteréides é iniciado na
mitocondria. O colesterol atravessa a membrana da organela e sofre transformacgdes
bioquimicas até a formagédo de pregnenolona (Hall, 1994). H4 na mitocdndria uma
proteina chamada de StAR (Steroid Acute Regulatory Protein), que transporta o
colesterol da membrana externa para a interna desta organela, colocando em
disponibilidade o colesterol para que a enzima P 450scc converta-o em pregnenolona
(Stocco, 1997). Atualmente considera-se esta a etapa limitante da producdo de
testosterona no macho e de estradiol na fémea. A partir dessa fase as reagdes sao
transferidas da mitocéndria para os microssomos para completar a sintese androgénica
(Hall, 1994).

J& observamos a importancia do papel da mitocdndria na esteroidogénese,

contudo a fungdo mais conhecida dessa organela é a de fosforilagcdo oxidativa
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(OXPHOS), indispensavel para a respiracdo e sobrevivéncia da célula. Toda alteragédo
nesta organela pode levar a modificagbes no metabolismo. Algumas situagbes
acarretam aumento ou perda na produgéo energética da célula, podendo também levar
ao aparecimento de doencas degenerativas. Além da fosforilacdo oxidativa, a
mitocondria € uma fonte de radicais livres, que sao diretamente implicados no
envelhecimento e em mutacées no mtDNA, que esta situado dentro do compartimento
da mitocdndria imerso na matriz mitocondrial e ndo possui henhum mecanismo de
protecdo contra os radicais livres (Simonetti et al, 1992). Outra fungdo importante
observada na mitocondria € a iniciacdo da apoptose, que comeca através da abertura
do canal da membrana interna, o poro de permeabilidade transitéria da mitocdndria
(mtPTP), causando assim um colapso do potencial de membrana e a liberagdo dos
fatores promotores da morte celular como o citocromo B, a flavoproteina AIF (fator
indutor de apoptose) e as caspases (Wallace, 1999). Isso sem mencionar a fungao da
sintese de vitamina D3 e do armazenamento de Ca*" intracelular (Meirelles, 1999).

Ap6s a descoberta do mtDNA e da disponibilizacdo de técnicas de
sequenciamento e manipulacdo, tornou-se possivel analisar as fungdes dos genes
mitocondriais e identificar os seus mutantes. O efeito da funcdo mitocondrial pela
fosforilagdo oxidativa e produgédo de energia é inegavel para garantir as caracteristicas
produtivas de qualquer celular animal, mas permanece controverso o fato de que
alguma parte do mtDNA possa exercer algum efeito relevante diretamente sobre
alguma caracteristica produtiva dos mamiferos. Diversos trabalhos com a raca
Holandesa citam o efeito do genoma citoplasmatico sobre a variacdo na producao
leiteira (1,5 % a 12,5% de variagdo na produc¢ao), a producéo de gorduras (1,8% a 4,1%
de variagdo na percentagem de gorduras) e sobre a produgéo de carne (Huizinga et al.
1986; Schultz et al. 1993). Entretanto, ao efeito citoplasmatico somam-se os efeitos do
mtDNA, do ambiente uterino e alguns outros eventos ao nascimento (Reed & Van
Vleck, 1987).

Codificacao Genética e Mitocondrias

A maioria das mitocéndrias sofre divisao principalmente durante a interfase por

se tratar da fase mais longa do ciclo celular que antecede a divisdo celular. Em uma
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célula em divisdo, o numero de mitocéndrias passa a existir em dobro para voltar ao
normal apos a citocinese. No mtDNA s&o raras as regides que ndo estdo implicadas em
codificar informacdes para a sintese protéica (Attardi, 1985).

O mtDNA possui cerca de 16.500 pares de base e, nos mamiferos em geral, a
molécula de mitDNA assemelha-se ao genoma circular encontrado nos procariontes.
Normalmente, o mtDNA esta na forma monomérica nos mamiferos, mas também pode

apresentar-se concatenado (Piko & Taylor, 1987).

O mtDNA codifica para 13 polipeptidios participantes da reagdo de OXPHOS, 2
RNAs ribossobmicos e 22 tRNAs que participam da sintese de polipeptidios
mitocondriais. A regulacao da replicagcdo do mtDNA parece estar sob controle do ciclo
celular. Uma sé onda de replicacdo acontece durante as fases S e G2 do ciclo celular
(Crews et al, 1979). A meia vida do genoma mitocondrial nas células hepaticas de
camundongos € de 15 dias, sendo que o processo de divisdo da organela € semelhante

ao processo de cissiparidade dos procarioticos (Bogenhagen & Clayton, 1977).

A 5 DNA polimerase realiza a replicagdo do genoma organelar e leva cerca de 90
minutos para terminar sua fungao (Hixson et al, 1986). A taxa de mutagdo do mtDNA &
de 5 a 10 vezes superior a descrita para o DNA nuclear (Brown, 1982). Essa
vulnerabilidade pode ser devido a agao pouco confiavel da 8 DNA polimerase (Bolden et
al, 1977) ou ainda pela suscetibilidade a agentes mutagénicos, tais como radicais livres
formados na respiracao celular, os peréxidos (Allen & Coombs, 1980). Associado a
todos esses fatores ainda observa-se uma deficiéncia nos mecanismos de
recombinagcdo do DNA e uma inabilidade de eliminar dimeros de pirimidina (Clayton
1975).

A heranca materna do mtDNA é um evento ainda desconhecido, mas algumas
hipdteses vém sendo aventadas, como o efeito de diluicdo de 1:1000 no qual as
mitocondrias do espermatozdide, cerca de 100 mitocdndrias, se diluem no ovécito que
possui cerca de 10° mitocondrias (Gyllesten et al, 1985). A segregacdo durante as
clivagens no oOvulo, a deficiéncia por estresse oxidativo das mitocéndrias do
espermatozdide, ou até mecanismos de defesa intracelulares (Meirelles, 1999). Séo
outras hipoteses, além do gargalo genético ocorrido durante as primeiras divisdes do
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ciclo celular (Hauswirth & Laipis, 1985), embora tenha sido sugerido que o gargalo
genético seja restrito ao miDNA durante a replicagdo e multiplicagcdo das células
primordiais (Jenuth, 1997). Potanto, a heran¢a mitocondrial é na maioria das vezes de
origem materna, com algumas modificagdes (Meirelles, 1999). Sutovsky et al (2000)
lancaram a hip6tese de que o motivo de ocorrer segregacao das mitocondrias paternas
€ que durante a espermatogénese ocorre a ubiquitinizacao dessas organelas, e, na
fertilizacdo, o Ovulo usaria a ubiquitina para como marcador para eliminar as

mitocondrias paternas restando apenas as de origem materna.

Aplicagao do modelo de Transferéncia de Nucleo e Citoplasto

A reconstituicao de zigotos por transferéncia de carioplasto e de citoplasto
mostrou que apesar de transferir 10 a 15% de citoplasma a freqiéncia de mtDNA nos
tecidos adultos foi de apenas 1% (Smith & Alcivar, 1993). Em outro modelo semelhante
para o estudo da transmissao de haplétipos em mdultiplas geragdes, notou-se que a
heteroplasmia encontrada em pelo menos um tecido ou 6rgéo da geracao fundadora,
era transmitida para a geracdo seguinte formando individuos heteroplasmicos ou
homoplasmicos, mostrando diferentes caminhos da segregacdo entre tecidos e
progénies (Meirelles & Smith, 1997).

Esses estudos mostram claramente a necessidade de se avangar nas pesquisas
da relacdo nucleo-citoplasma e na relacdo genoma nuclear e mtDNA, pois s6 assim
tornardo viaveis e aplicaveis novas técnicas de terapia génica, citoplasmatica ou
nuclear, possibilitando a correcdo de falhas genéticas graves e tornando viavel a

reproducao de individuos que normalmente nao poderiam fazé-lo.

A terapia génica pode ser realizada pelo transplante de nucleo ou citoplasto, ou
pela transferéncia de genes. Qualquer destas técnicas de base teérica semelhante, nos
abrem um campo infinito de possibilidades. Algumas aplicacdes ja sdo bem conhecidas,
como nas vacas e cabras modificadas para secretarem no leite produtos biolégicos
desejados como a insulina. Pode-se ainda pensar na manipulagdo ou introdugédo de
genes selecionados, por exemplo, para animais de produgéo que levariam ao aumento

na taxa do crescimento e no aumento do ganho de peso. Isso realmente ja foi testado,
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mas conjuntamente a esses efeitos esperados ocorreram varias sequelas devido a falta
de controle, organizagdo e regulagdo dos eventos e da secrecdo de fatores de
crescimento (Nancarrow et al, 1991). Uma tentativa semelhante se deu com outros
animais transgénicos, em que o aumento na expressdo do fator de crescimento, no
caso o IGF-1, se deu apenas no musculo esquelético, mas os altos custos acabam
inviabilizando a utilizagdo do processo em escala comercial (Nottle et al, 1998). A baixa
eficiéncia da tecnologia atual para a geracdo de produtos transgénicos é um fator
limitante. O custo final na produgdo de animais transgénicos para uso comercial é
contraposto ao potencial beneficio econbmico da utilizacdo dos animais a serem
utilizados. Contudo, apesar destes contras, em breve no inicio do século 21 os animais

transgénicos deverao fazer parte da agricultura comercial (Murray, 1999).

Informacdes sobre a biologia mitocondrial apresenta uso imediato na verificagao
do “background” mitocondrial de animais derivados de oécitos reconstruidos por
transplante de nudcleo, e claro, a avaliagdo da herangca materna, pelo mtDNA,
possibilitando assim o acompanhamento da linhagem materna. Uma outra aplicacéo
mais nobre desta tecnologia seria no uso da clonagem para recuperacao de espécies
raras ou extintas por transplante de nucleo usando odcitos de espécies correlatas
(Smith et al, 2000).

Outros estudos tém avaliado a viabilidade de reconstrucdo de embrides
interespécies pela fusdo de fibroblastos de pele de vacas, ovelhas, porcos, macacos e
ratos em odcitos bovinos enucleados. Esses resultados podem possibilitar transplantes
de ndcleos de espécies raras ou extintas para espécies ndo correlatas ou de maior
nuamero e de mais facil manejo (Smith et al, 2000).

O transplante de citoplasto tem potencial aplicagdo na medicina e na pesquisa
basica com propostas de melhorar a competéncia e desenvolvimento de odcitos,
aumentando a capacidade metabdlica durante o desenvolvimento e como terapia
génica para doencas baseadas no mtDNA (Smith et al, 2000). Em breve, quando os
estudos avancarem mais, todas esse metodologias e possibilidades seréo viabilizadas,
e, em um futuro um pouco mais distante (mas ndo muito) poderiamos esperar que

apenas a imaginagao fosse o limite.
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Producido Animal e Associagdo com Mitocondrias

A entrada de bovinos no Brasil data da época da colonizagéo. Inicialmente
foram trazidos animais de origem européia, advindos da Peninsula Ibérica (Bos taurus),
mais tarde houve diversas importacdes de animais da india (Bos taurus indicus). No
total foram importadas da india sete mil cabecas em diversas épocas. Atualmente o
rebanho de origem indiana € estimado em mais de sete milhdes de cabecas
(Magnabosco et al, 1997). Essa multiplicacdo sé poderia ser realizada com
cruzamentos absorventes, o mais provavel € que se tenha utilizado touros B. indicus em
vacas nao indianas ou hibridas. Assim, espera-se que no Brasil tenhamos animais da
raga Nelore com mitocondrias de origem européia e indiana. Esta suspeita foi
confirmada por Meirelles et al (1997) ao encontrar animais da raga Nelore, puros de
origem (PO) e puros de origem importada (POl), com mitDNA para as duas
subespécies. A partir dai, animais da raca Nelore passaram a constituir uma excelente
opcao de modelo para estudo da heranca mitocondrial nos mamiferos. Animais da raca
Nelore, puros ou mesticos, mostraram-se bem adaptados a regiao do Brasil central e

com um grande potencial de fecundacéo (Silva et al, 1991).

Recentemente em camundongos com mitocondrias de subespécies diferentes,
demonstrou-se um efeito mitocondrial na resisténcia a corridas até a exaustdo e em
outras caracteristicas como peso ao nascer e ao desmame. Essas Ultimas
transportadas para a producdo pecuaria indicam um provavel efeito mitocondrial de
grande importancia do ponto de vista econdmico, uma vez que peso ao nascer e ao
desmame, associadas a outros caracteres, sao informacdes valiosas que podem
auxiliar tanto na escolha de crias maiores e mais precoces, quanto apontar quais
reprodutores tem capacidade maior de transmitir precocidade aos seus descendentes
(Nagao et al, 1997).

Pelas caracteristicas de criagdo de bovinos adotada nacionalmente, buscam-se
reprodutores adaptados as adversidades de clima que apresentem alta produtividade.
Para atender a esses interesses, os animais devem apresentar performance reprodutiva
elevada. No macho, alta performance significa grande producdo de espermatozéides

vidveis, aliada a maior capacidade de disseminacdo desse potencial, quer seja pela
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inseminagdo artificial ou monta natural, com intuito de atingir taxas de fertilizagdo
aumentadas. A estratégia de produgéo varia em cada propriedade e determina o perfil
do reprodutor desejado. As taxas de fertilizacao sao diretamente influenciadas pela
hiperativacao espermatica (batimentos de cauda mais vigorosos) e pela reacdo de
capacitacao acrossomal (Wang et al, 1993), apresentando correlagdo elevada com a
porcentagem de espermatozdides normais e com a taxa de motilidade espermatica
progressiva (Duncan et al, 1993).

Costa (1999) estudou bovinos da raga Nelore em diferentes programas de
suplementacdo alimentar Comparando com o0s animais que nao receberam
suplementacdo com concentrado protéico, 0os animais que receberam concentrado
protéico apresentaram peso corporal e circunferéncia escrotal maiores, mostraram
ainda, concentracbes séricas aumentadas de |IGF-1 e de testosterona, horménios
importantes para a puberdade. Ainda neste estudo, os animais que apresentaram a
taxa de motilidade progressiva acima de 40% obtiveram maiores: peso corporal,
circunferéncia escrotal, concentracdes séricas de IGF-1 e testosterona, e, concentracao
de espermatozoides normais no ejaculado. Os animais desse estudo apresentaram
puberdade precoce, aos 13,6 meses de idade, quando comparados aos 18 meses
encontrados em estudos anteriores (Silva et al, 1988).

Esses resultados indicaram que a raca Nelore apresenta uma potencialidade
para a precocidade sexual. Essa € a raga bovina mais difundida no Brasil, portanto mais
relevante economicamente. A raca Nelore retne condi¢des interessantes para esse
estudo de precocidade sexual em duas subpopulagbes de animais com origem
mitocondrial diferentes. Portanto, se faz necesséario a realizagcdo de estudos mais
detalhados para a compreensao dos eventos ligados a puberdade e os fatores que a

influenciam.
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111 - OBJETIVOS

Estudar, durante o desenvolvimento sexual, a influéncia do mitDNA na
determinagdo da data da instalacao da puberdade em animais separados pelo mtDNA
em Bos taurus (TT) e Bos taurus indicus (11). Neste periodo avaliaremos:

- data do aparecimento do primeiro espermatozoide no ejaculado;

- 0 peso corporal e perimetro escrotal;

- 0s parametros seminais (motilidade, concentragdo de 6xido nitrico);

- as concentracOes plasmaticas de IGF-1;

- as concentragOes plasméaticas de testosterona;
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IV- MATERIAL E METODOS

1- Animais:

Foram utilizados animais de duas fazendas de selecdao e criacdo de
reprodutores. As fazendas se localizam no Estado de Sao Paulo, nos municipios de
Serrana e Barretos. Foi realizado contato prévio com os proprietarios que aprovaram 0s
protocolos e colocaram as estruturas das fazendas a disposi¢cao para realizagdo dos
experimentos.

Inicialmente foram realizadas coletas de sangue para determinacdo do mtDNA
em cerca de 300 animais com idade variando de 2 a 07 meses de idade. Os animais
foram mantidos em sistemas de manejo proprio em cada fazenda. Durante o periodo do
experimento, em cada fazenda separadamente, os animais dos dois grupos, portadores
de mtDNA taurus e portadores de mtDNA indicus foram mantidos unidos e submetidos
ao mesmo manejo na fazenda.

Apds essa analise, os animais foram classificados de acordo com a origem
materna. Todos animais portadores de mtDNA indicus encontrados foram escolhidos e,
os animais portadores de mtDNA taurus nascidos no mesmo dia. Quando isso nao foi

possivel, foram escolhidos os animais nascidos o mais proximo possivel dos indicus. Os
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animais foram classificados em dois grupos, portadores de mtDNA taurus e portadores

de mtDNA indicus. Os grupos foram formados por trés animais indicus e seis animais

taurus na fazenda 01 e por trés animais indicus e cinco animais taurus na fazenda 02. A

relacdo dos animais com as respectivas origens maternas, data de nascimento e idade

em dias ao inicio do experimento estdao na tabela 01.

Tabela 01: Descricdo dos animais que fazem parte do trabalho com as respectivas

idades em dias ao inicio dos experimentos.

RGN NOME mt DNA NASC IDADE

INICIO
36 Gigante do Brumado taurus 04/08/00 333
45 Gentil do Brumado taurus 07/08/00 330
74 Granado do Brumado taurus 20/08/00 317
78 Grafite do Brumado indicus 21/08/00 316
108 Guri do Brumado indicus 16/09/00 290
110 Gas do Brumado indicus 18/09/00 288
122 Gongo do Brumado taurus 26/09/00 280
123 Gestor do Brumado taurus 28/09/00 278
EB0O9081 Hebraico da Fazendinha taurus 03/09/00 255
EB0O9082 Hético da Fazendinha indicus 03/09/00 255
EB09083 Heleno da Fazendinha taurus 03/09/00 255
EBO9163 Hordéscopo da Fazendinha indicus 20/11/00 177
EB09164 Horus da Fazendinha taurus 20/11/00 177
EB09165 Horse da Fazendinha taurus 22/11/00 175
EB09182 Hubli da Fazendinha taurus 20/12/00 147
EB09184 Holman da Fazendinha indicus 21/12/00 146
EB0O9185 H&bil da Fazendinha taurus 25/12/00 142
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2- Procedimento experimental para andlise de mtDNA:

Foram coletados de cada animal uma amostra de 4,5 ml de sangue com auxilio
de vacuntainner, homogeneizadas e mantidas em refrigeracao até o inicio das analises
do mtDNA.

As andlises foram realizadas nos laboratérios de Biologia Molecular do
Departamento de Genética — FMRP-USP, sob responsabilidade do professor Dr.
Raysildo Barbosa Lobo e do Departamento de Reproducdo Animal da FCAVJ -
UNESP, sob responsabilidade do professor Dr. Joaquim Mansano Garcia, seguindo o
mesmo protocolo, descrito resumidamente a seguir.

Foram utilizados 0,5 ml de sangue coletados em tubos com EDTA e as hemacias
foram lisadas com uma solu¢gdo de Lise Hemacia (12mMTris HCI PH 8.2 0,32M
Sucrose, 5mM EDTA e 1% de Triton 100X). As células brancas peletizadas foram
digeridas com proteinase K por 3 horas e as proteinas precipitadas com uma solugao
de NaCl 5M. O sobrenadante foi transferido para um outro tubo e o DNA total
precipitado com adi¢ao de etanol absoluto.

Para a amplificagcdo e digestdo dos fragmentos ND5 e 12S/16S, utilizou-se um
fragmento de 755 pares de base da regido ND5 do mtDNA (posicéo de 11770 a 12525
acordo com Andersen et al, 1982) e um fragmento de 773 pares de base da regido
contendo parte do rRNA 12 o tRNA Valina e parte do rRNA 16S (posicdo 817 a 1590,
Andersen et al, 1982) foram amplificados a partir de 0,2ug de DNA inicial, 0,02ug de
mtDNA, numa reacgéo final de 100pul. A reacgao total consistiu em 10mM de tris HCI (pH
8,3), 50mM KCI, 3mM MgCl,, 2 200ug de cada Dntp, 100pmol de cada oligonucleotideo
iniciador (primer) e 2,5U de tagDNA polimerase. O PCR foi realizado em 35 ciclos de
desnaturacdo a 94° Celsius, anelamento a 64°C e expansdo a 72°C. A sequéncia de
primer  utilizada sera mtF1 5 CCCAACGAGGAAAATATACC3” e mitR1
5’AACCGCAAACAACCTCTTCC3" para o fragmento do ND5 e mtF2 5°
AGCCGACGCACTATAGCTA3" e mtR2 5" TCATCGTTCCCTTGCGGTACS3" para a
regido do gene 12S, tRNAval e 16S.

Os fragmentos amplificados foram digeridos com as enzimas de restricdo Hind-IlI
e Bam-HI respectivamente, em tampdo PCR por 3 horas e visualizados em gel de
agarose para determinar a origem da mitocondria do animal analisado. O mtDNA de
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origem Bos taurus pode ser diferenciado pela criacdo de um sitio Hind-lll na regiao
amplificada do gene ND5, que neste animal produz duas bandas de 407 e 348 pares de
base cada, ou pela perda de um sitio de restricdo Bam-HI na regido 12S/16S que da
origem a uma banda Unica enquanto os zebuinos possuem duas bandas de tamanhos
aproximados mas néo determinados (Meirelles et al, 1997).

Na figura 01 podemos ver um exemplo de um gel de agarose apds extracao,
amplificacao e digestao do mtDNA dos animais estudados (PCR-RFLP).

Animais mtDNA Animais mtDNA Controle
Controle

Taurus Indicus Negativo ' Controle
Indicus

Marcador Taurus

9082 9163 9184
9081 9083 9164 9165 9182 9185

3 -1 511
» 4 -

*

Figura 01: Visualizagdo em gel de agarose da origem mitocondrial de animais da raga
Nelore. Técnica de PCR-RFLP usando enzima de restricdo Hind-Ill. Os
numeros proximos as bandas indicam o RGN dos animais. Indicagdo de
controles negativos e respectivos positivos.

3 — Determinacao da data da puberdade e analise do sémen

Uma vez selecionados, os animais foram acompanhados quinzenalmente com
coleta de sangue e medidas de peso corporal e perimetro escrotal. Quando o perimetro
escrotal estava proximo de 19 cm, iniciaram-se as tentativas de coleta de sémen com
auxilio de um eletroejaculador, até que fosse encontrado o primeiro espermatozéide
viavel no ejaculado, sendo esta considerada a data da puberdade dos animais.
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O sémen foi coletado com auxilio de um funil plastico acoplado a tubo graduado,
para analise de aspecto, coloragdo e volume do ejaculado. Durante a ejaculagao foram
coletadas algumas gotas de sémen, em uma lamina previamente preparada (limpa e
aquecida), para verificacdo da presenca de espermatozdides, avaliacdo da motilidade e
vigor. A motilidade a fresco foi avaliada levando-se em conta a presenga de
espermatozéides e a proporcdo dos que apresentavam movimentos, utilizando uma
escala de porcentagem de 0 % (se nenhuma célula apresenta movimento) a 100% (se
todos os espermatozoides se movimentam progressivamente).

No dia subsequente, ou até no maximo na semana seguinte ao aparecimento do
primeiro espermatozdide (variou devido as atividades das propriedades que néao
poderiam ser alteradas), procedeu-se nos animais com espermatozoide positivo, a
coleta seriada de sangue. A partir de 8:00 horas, foram realizadas cinco coletas de
sangue com intervalo de duas horas para avaliacdo do perfil diurno de secrecao

hormonal.

4 - Dosagens Hormonais:

Para dosagem de testosterona seguimos método de radioimunoensaio de duplo
anticorpo padronizado em nosso laboratério (Rosa e Silva, 1999). Para a marcagao da
testosterona radioativa temos resumidamente: oxida-se 10 mg de testosterona TME
com Cloramina T (2%) por 45 segundos a temperatura ambiente, a reagao foi encerrada
com o redutor metabissulfito de sédio (10%), ap6s a marcagéo foi feita a separagdo em
gel de Sephadex G25-fine obtendo 75,2% de incorporagdo de iodo radiativo ao
horménio e uma atividade e especifica de 16,23 uCi/ug de hormonio, foi escolhido o
tubo 10 para os ensaios e os demais foram estocados a —20°C (figura 02). Foi realizada
a titulagdo do anticorpo de 1:5.000 até 1:40.000, foi escolhido o titulo de 1:15.000, o
que mais se aproximou da faixa de ligacao desejada, 25 até 40% (figura 03). Obtivemos
entdo, uma Curva Padrao onde foram processadas as amostras de testosterona no
plasma dos animais, uma curva para cada ensaio (exemplo na figura 04). A
testosterona foi extraida do plasma com éter sulfurico destilado, apés evaporagao os
tubos foram lavados com tampao fosfato gelatina 0,05M. As amostras extraidas foram

incubadas com anticorpo de coelho anti-testosterona, anticorpo de cabra anti-anticorpo
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de coelho e a testosterona marcada com iodo'®

por 16 a 18 horas. Cada ensaio foi
centrifugado por 20 minutos a 2.500RPM a 4°C, o sobrenadante foi aspirado e
descartado o precipitado foi contado em contador Gama Packard-Bell. A variacéo intra-

ensaio foi de 7,1% e a variagao inter-ensaio foi de 3,64%.

600000 - % Testosterona marcada
500000 - \‘
400000 - K \\
= /’ ‘\ 75,2% de incorporagao
% 300000 - lodo'? livre J N 16,23 uCi/ug de horménio
200000 - @ ” |
** *
100000 - // " Y
PN e
0 ’“/\’\‘\ T T T T T T T T T T \’\w
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1M 122 13 4 1B 16 17 18 19 20 21 22 23
Tubos

Figura 02: Marcagdo de testosterona com lodo'®. Dois picos sdo observados, o
primeiro se trata de iodo'® livre (ndo ligado), o segundo pico se deve a
testosterona marcada. A incorporagao do iodo ao hormdnio foi de 75,2%
e a atividade especifica foi de 16,23 uCi/ug de horménio.
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Figura 03: Titulagdo testosterona marcada com lodo'®. Em azul temos a contagem
dos pulsos radiativos (CPM), em vermelho temos a porcentagem de
ligacao em relacao ao total.

6,25 12,5 25 50 100 250 500 1000 2500 5000
Testosterona Marcada (pg/tubo)

Figura 04: Curva Padrdo de testosterona marcada com lodo'®. Expressa em

concentracao por porcentagem de ligacao. A concentracdo varia de 6,25
até 5000 pg/tubo.
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As dosagens de IGF-1 seguiram método padronizado em nosso laboratério
(Costa, 1999) wusando kit comercial DSL 5600 (Webster, Tx, USA). Apés
descongelamento e homogeneizacao das amostras, foi retirada uma aliquota de 50 pl
de cada amostra e colocadas em tubos de 1,5 ml do tipo eppendorff. Adicionou-se 200
ul de solucdo de extracao (solucao etandlica de acido cloridrico), homogeneizando e
incubando por 30 minutos, a temperatura ambiente (25°C). Com auxilio de uma
microcentrifuga os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 3 minutos, a
temperatura ambiente (25°C). Foram transferidos 100 pl do sobrenadante para um
segundo tubo, adicionando-se 500 pl de solucéo de neutralizagdo (tampao neutralizante
com azida sédica como preservante) e agitando-se gentilmente para evitar a formacgéao
de espuma.

Para a realizacdo do IRMA, 50 ul da amostra neutralizada foram pipetados nos
tubos contendo anticorpos anti-IGF-1 na parede, imediatamente foi adicionado o
reagente anti IGF-1 [I'®] em cada tubo, agitados gentimente e incubados a
temperatura ambiente por trés horas, em um agitador, a cerca de 180 rpm. Os tubos
foram vertidos em recipiente para rejeitos radiativos, e as bordas limpas para evitar
contaminagédo. Cada tubo foi lavado por trés vezes com 3 ml de &gua mili-Q. As
amostras foram analisadas em contador Gama, por 1 minuto, com auxilio de curva
padrao para cada ensaio com os padrdes 0, 5, 20, 65, 210 e 600 ng/ml (figura 05). A
variagao intra-ensaio foi de 2,31% e a variagao inter-ensaio foi de 1,86%.

5 — Anélises estatisticas:

Os resultados foram analisados com auxilio do programa SAS (Statistic Analysis
System, versdo 8.02 TS, SAS Institute, Cary, NC, USA). Foram realizados testes de
normalidade para todas as varidveis. Os dados de concentracdes plasmaticas dos
hormdnios ndo apresentaram distribuigdo normal e foram convertidos para: log10(valor
Y). Em seguida a normalizagao dos dados hormonais, foi realizada Analise de Variancia
multivariada (ANOVA), que considerou significativas as diferencas onde o nivel de
significancia foi menor do que 6% (valores de “p” menores estdo indicados nos

respectivos resultados). A interacdo entre o peso corporal, o perimetro escrotal, as
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concentracdes séricas de testosterona e IGF-1 foi obtida pelo coeficiente de correlagao
de Pearson, que considerou significante as interagcées onde a p<.06.

Para a andlise das diferengas entre a data da instalacao da puberdade e entre as
taxas de motilidade espermatica progressiva foi utilizado teste ‘t'de Student,
considerando significantes as diferencas em que p<.06. A taxa de motilidade
espermatica progressiva também nao apresentou distribuicdo normal, foi convertida

para: arcsen(valor de y/100) e s6 entdo analisada pelo teste descrito.

o @

5ng 20 ng 65 ng 210 ng 600 ng
IGF-1 (ng/ml)

Figura 05: Curva Padrao de IGF-1 marcada com lodo'®. Expressa em concentragdo
por porcentagem de ligagdo. A concentracao varia de 5 até 600 ng/ml.
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V - RESULTADOS

Segundo nosso conhecimento, nossos resultados mostram pela primeira vez na
literatura que o DNA mitocondrial € determinante da idade da puberdade (analisada
pelo aparecimento do primeiro espermatozéide no ejaculado). Os animais com origem
mitocondrial Indicus foram em média 40,2 dias mais precoces do que 0s animais com
origem mitocondrial Taurus. Essa diferenca foi estatisticamente significante (p<0,05,
figura 06).

A ANOVA das variaveis: peso, perimetro escrotal, concentracdées plasmaticas de
testosterona e IGF-1 em fungdo da origem mitocondrial, fazenda, animal e idade esta
representada na tabela 02 Quanto maior o valor de “F” mais significante é a alteracao,
desde que o valor de “p” seja menor que 6%.

Observamos que a origem mitocondrial altera o peso dos animais (p=0,0157), o
perimetro escrotal (p<0,0001) e as concentragbes plasmaticas de IGF-1, que séo
variaveis ligadas ao eixo de crescimento e ao eixo reprodutivo (figuras 7 a 9).
Observamos também que o manejo diferenciado nas duas propriedades estudadas
pode interferir no peso, no perimetro escrotal e nas concentragdes plasmaticas de
testosterona e de IGF-1 (p<0,0001). As outras andlises nos indicam que tanto existe
diferenca entre os animais (p<0,0001) e que no decorrer da idade (p<0,001) as

variaveis estudadas aumentam.
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Figura 06: ldade média de instalacdo em puberdade de bovinos da ragca Nelore de
origem mitocondrial diferente. Os animais com miDNA Indicus
apresentaram espermatozéides no ejaculado antes dos animais com
mtDNA taurus (teste T de Student, p <0,05). Dados expressos como
média + EPM, n=6 indicus, n=8 taurus.

As concentragdes plasmaticas de testosterona variaram durante o dia, com um
pico matutino, um declinio até o meio do dia e aumenta novamente ao final do dia
(figura 10). As concentragdes de IGF-1 ndo apresentaram flutuagdes significativas ao
longo do dia (figura 11). A origem materna n&o influenciou na produgédo e secregéo
desses hormonios ao longo do dia (ANOVA, p>0,06).

Nas curvas de evolucao ponderal (figura 12) e de desenvolvimento do perimetro
escrotal (figura 13) de acordo com duas origens mitocondriais, observamos que,
independente da origem materna, os animais apresentam um aumento de peso e
aumento do perimetro escrotal com o aumento da idade. Animais com mtDNA indicus
apresentam desenvolvimento ponderal e de perimetro escrotal maiores que 0s animais
com mtDNA taurus (p<0,02), fatores que podem estar implicados na puberdade precoce
dos animais mtDNA indicus.



Tabela 02: ANOVA do peso corporal, perimetro escrotal, concentragbes
plasméaticas de testosterona e IGF-1, de animais de origem mitocondrial
taurina e zebuina. Por fontes de variacdo: fazenda, mtDNA, animal e
idade. GL: graus de liberdade.

Variaveis GL Valorde F Probabilidade
Fazenda 1 5358,38 <0,0001
MtDNA 1 5,92 0,0157
PESO CORPORAL Animal 14 120,93 <0,0001
Idade 13 225,36 <0,0001
Erro 238 - -
Fazenda 1 1614,24 <0,0001
, MtDNA 1 28,13 <0,0001
PERIMETRO
ESCROTAL Animal 14 44,26 <0,0001
Idade 11 110,71 <0,0001
Erro 238 - -
Fazenda 1 87,96 <0,0001
MtDNA 1 0,50 0,4786
TESTOSTERONA
PLASMATICA Animal 9 7,44 <0,0001
Idade 13 2,87 0,0009
Erro 171 - -
Fazenda 1 152,31 <0,0001
MtDNA 1 3,77 0,0535
IGF-1
PLASMATICO Animal 10 29,36 <0,0001
Idade 13 23,08 <0,0001

Erro 214 - -
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Figura 07: Média + EPM do Peso Corporal médio de bovinos da raga Nelore de
origem mitocondrial diferentes. Os animais com mtDNA Indicus
apresentaram maior peso corporal (ANOVA, p<0,02). n=6 indicus, n=8
taurus.
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Figura 08: Média + EPM do Perimetro Escrotal médio de bovinos da raga Nelore de
origem mitocondrial diferentes. Os animais com miDNA Indicus
apresentaram maior PE (ANOVA, p<0,001). n=6 indicus, n=8 taurus.
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Figura 09: Média + EPM do IGF-1 Plasmético médio de bovinos da raga Nelore de
origem mitocondrial diferentes. Os animais com mtDNA Taurus
apresentaram maior IGF-1 (ANOVA, p<0,02). n=6 indicus, n=8 taurus.
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Figura 11: Variagdo diurna das concentra¢des plasmaticas de IGF-1 em bovinos machos da
raca Nelore de origens maternas diferentes, taurus ou indicus, durante o periodo

puberal.

Dados expressos como média + EPM, n=6 indicus, n=8 faurus.
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Figura 12: Evolugdo ponderal durante o desenvolvimento sexual, 5 a 18 meses de
idade, em bovinos machos da raga Nelore com origens maternas diferentes,
mtDNA indicus (—®—) ou taurus (-£3--). A Andlise de Variancia demonstrou
que animais de diferentes origens mitocondriais apresentam peso corporal
diferentes (p<0,02). Dados expressos como média + EPM, n=6 indicus, n=8
taurus.
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Figura 13: Perimetro escrotal durante o desenvolvimento sexual, 8 a 18 meses de
idade, em bovinos machos da raga Nelore com origens maternas diferentes,
mtDNA indicus (——) ou taurus (--£3-). A Andlise de Variancia demonstrou
que animais de diferentes origens mitocondriais apresentam perimetros
escrotais diferentes (p<0,0001). Dados expressos como média + EPM, n=6
indicus, n=8 taurus.
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As concentragbes plasmaticas de testosterona (figura 14) aumentaram a partir
dos 8 meses de idade (p<0,0001) até aproximadamente os 15 meses de idade. Apesar
do aumento nos animais com mtDNA indicus ser mais regular ndo foi observada

nenhuma diferenga significante entre os animais de origem materna diferente.

As concentragOes plasmaticas de IGF-1 (figura 15) também aumentaram a partir
dos 8 meses de idade (p<0,0001), com um pico discreto aos nove meses, atingindo o
platd um pouco mais cedo, por volta dos 13 meses de idade. Foi observada diferenca

entre as origens materna com 6% de significancia.

A tabela 03 apresenta as correlacbes entre peso, perimetro escrotal,
concentracoes plasmaticas de testosterona e IGF-1. O valor do coeficiente de
correlagdo de Pearson (R) pode variar de —1 até +1. Quanto mais esse coeficiente se
aproxima do valor maximo mais perfeita é a relacdo das variaveis, se for positivo a
relacdo € de aumento conjunto das duas variaveis, se for negativo a relagdo indica que
se uma varidvel aumenta a outra diminui. Temos que levar em conta também a
probabilidade do teste, quanto menor o “p” (alfa) maior a probabilidade do teste estar
correto, foram desconsideradas todas as correlagdes em que alfa foi maior que 6%.

A relacdo entre o peso e o perimetro escrotal foi muito alta e positiva, isto €,
préxima a +1, indicando que para um determinado aumento de peso temos um
aumento do perimetro escrotal conjuntamente. As outras variaveis mostraram um valor
de R menor, mas ainda assim sao valores altos. Quando observamos um aumento do
peso observamos aumento nas concentragdes plasmaticas de testosterona e IGF-1. O
aumento do perimetro escrotal leva ao aumento da testosterona e do IGF-1
plasmaticos. A Ultima relagc&o € talvez a mais importante por se tratar de uma relagao
enddcrina, quando a testosterona plasmética aumenta o IGF-1 plasmético aumenta
conjuntamente. Observamos ainda, que o coeficiente de correlacdo de Pearson (R) foi
maior para os animais de origem mitocondrial indicus quando comparados aos animais

taurus.
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Figura 14: Concentracbes plasmaticas de Testosterona (ng/ml) durante o
desenvolvimento sexual, 5 a 18 meses de idade, em bovinos machos da
raca Nelore com origens maternas diferentes, mtDNA indicus ( —4— ) ou
taurus ( -Ed-- ). A Andlise de Variancia ndo detectou diferencas na
testosterona plasmatica entre animais de diferentes origens mitocondriais .
Dados expressos como meédia + EPM, n=6 indicus, n=8 taurus.
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Figura 15: Concentracdes plasmaticas de IGF-1 (ng/ml) durante o desenvolvimento
sexual, 5 a 18 meses de idade, em bovinos machos da raga Nelore com
origens maternas diferentes, mtDNA indicus (—4— ) ou taurus ( -—£4--). A
Andlise de Variancia demonstrou que animais de diferentes origens
mitocondriais apresentam concentragdo de IGF-1 plasmatico diferente
(p<0,06). Dados expressos como media + EPM, n=6 indicus, n=8 taurus.
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Tabela 03: Valores dos coeficientes de Pearson para as correlagdes entre peso
corporal, perimetro escrotal, concentragdes plasmaticas de testosterona e
IGF-1 de animais de origem mitocondrial indicus e taurus durante o
desenvolvimento sexual. A tabela mostra os coeficientes para os dados
gerais calculado para os dois grupos juntos e coeficientes calculados
separadamente de acordo com a origem materna. Todos os valores
apresentam correlagdes estatisticamente significantes, p <0,0001.

Geral Taurus Indicus
Peso
Perimetro Escrotal 0,963 0,967 0,960
Testosterona Plasmatica 0,629 0,546 0,721
IGF-1 Plasmatico 0,739 0,691 0,797
Perimetro Escrotal
Testosterona Plasmatica 0,576 0,470 0,694
IGF-1 Plasmatico 0,648 0,536 0,799
Testosterona
IGF-1 Plasmatico 0,737 0,521 0,610

A tabela 04 apresenta as correlagbes entre peso, perimetro escrotal,

concentragdes plasméticas de testosterona e IGF-1, nas diversas idades dos animais.

Analisando inicialmente a totalidade da tabela, observamos que as correlagdes entre

todas as variaveis se mantém elevada em todas as idades. O Peso Corporal foi a

variavel que melhor correlacionou com as demais, apresentou uma forte e constante

correlacdo positiva com o perimetro escrotal durante todo o periodo de

desenvolvimento analisado. O peso corporal apresentou também correlagdo positiva,

de moderada a forte, com as concentragdes plasmaticas de testosterona e IGF-1 na

maioria das idades. A correlagdo entre perimetro escrotal, testosterona e IGF-1

plasmaticos também variou de moderada a forte na maior parte das idades avaliadas.
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Tabela 04: Valores dos coeficientes de Pearson para as correlagdes entre peso
corporal, perimetro escrotal, concentragdes plasmaticas de testosterona e

IGF-1 de animais de origem mitocondrial indicus e taurus durante o
desenvolvimento sexual, dos 9 aos 16 meses de idade.

Idade Meses

9 10 11 12 13 14 15 16

Peso Corporal

PE 0,85*** 0,92*** 0,95** 0,94*** 0,95 0,95 0,94** 0,96"**

T 0,82** ns 0,83** 0,85*** 0,78 0,51** ns 0,42*
IGF 0,87** 0,68*" ns 0,81**  0,51* ns 0,62** ns
Perimetro Escrotal
T ns 0,56** 0,72** 0,68 0,65 0,58** ns 0,42*

IGF 0,70** 0,74* 0,75 0,78 0,51* ns 0,51** ns

Testosterona

IGF 0,74** 0,66* 0,82** 0,79*** 0,49* ns ns ns

PE : perimetro escrotal;

T: concentragdes plasmaticas de testosterona;
IGF: concentracdes plasméticas de IGF-1;
***p <0,0001, **p <0,02, *p <0,06;

ns: ndo significativo, p>0,06.
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As figuras 16 a 21 mostram as correlagbes entre as variaveis estudadas, temos:
estudando os dois grupos juntos: geral (A) e de acordo com a origem mitocondrial.
Podemos notar que os trés coeficientes sdo bastante parecidos, apesar dos animais
com mitDNA indicus (B) apresentarem um coeficiente de correlacdo maior que 0s
animais com mtDNA taurus (C).
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Figura 16: Correlacdo entre peso corporal e perimetro escrotal de bovinos da raca
nelore de origem mitocondrial indicus e taurus durante o desenvolvimento
sexual. A: todos os animais, B: animais com mtDNA indicus, C: animais com
MtDNA taurus. R: coeficiente de correlagcao de Pearson.
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Figura 17: Correlacédo entre peso corporal e testosterona plasmatica de bovinos da raca
nelore de origem mitocondrial indicus e taurus durante o desenvolvimento
sexual. A: todos os animais, B: animais com mtDNA indicus, C: animais com
mtDNA taurus. R: coeficiente de correlagcao de Pearson.
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Figura 18: Correlacao entre peso corporal e IGF-1 plasmatico de bovinos da raga nelore
de origem mitocondrial indicus e taurus durante o desenvolvimento sexual.
A: todos os animais, B: animais com mtDNA indicus, C: animais com
MtDNA taurus. R: coeficiente de correlagcao de Pearson.
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Figura 19: Correlacéo entre perimetro escrotal e testosterona plasméatica de bovinos da
ragca nelore de origem mitocondrial indicus e taurus durante o
desenvolvimento sexual. A: todos os animais, B: animais com mtDNA
indicus, C: animais com mtDNA taurus. R: coeficiente de correlacdo de
Pearson.
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Figura 20: Correlacao entre perimetro escrotal e IGF-1 plasmatico de bovinos da raca
nelore de origem mitocondrial indicus e taurus durante o desenvolvimento
sexual. A: todos os animais, B: animais com mtDNA indicus, C: animais com
mtDNA taurus. R: coeficiente de correlagcao de Pearson.
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Figura 21: Correlagéo entre IGF-1 e testosterona plasmaticos de bovinos da raca nelore
de origem mitocondrial indicus e taurus durante o desenvolvimento sexual.
A: todos os animais, B: animais com mtDNA indicus, C: animais com
mMtDNA taurus. R: coeficiente de correlagao de Pearson.
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A figura 22 mostra os resultados de motilidade progressiva dos espermatozoides
coleta de sémen realizada ao término do periodo de coletas de dados e sangue. A
origem mitocondrial ndo alterou a motilidade espermatica progressiva, ndo houve
diferencas estatisticas entre os grupos de animais de origem mitocondrial diferentes
(Teste t de Student, p>0,05).

O NO foi determinado no sémen total dos animais e somente no precipitado
celular. Nao foi detectada correlagéo entre o NO e a motilidade. A origem mitocondrial
nao influenciou as concentragdes de NO no sémen total, nem no precipitado celular
(figura 23).

S 100 -
EX 80- I
2 g
@ g 60 -
[}] b -
3 8’ 40
T o
= a 20 -
S 0
mtDNA Taurus mMmtDNA Indicus

Figura 21: Taxa de motilidade espermatica progressiva de espermatozoides no
ejaculado de animais com origem mitocondrial Taurus e Indicus. Os grupos
nao apresentaram diferengas significantes entre si. Dados expressos como
média + EPM (Teste t de Student, p>0,05).
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Figura 23: Concentracao de Oxido Nitrico (NO) no sémen de bovinos da raga Nelore de
acordo com a origem mitocondrial e parte do sémen. Taurus: mtDNA
taurus, Indicus: mtDNA indicus, T. células: precipitado celular do sémen de
animais com mtDNA taurus, l. células: precipitado celular do sémen de
animais com mtDNA indicus. Dados expressos como média + EPM.
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VI - DISCUSSAO
Os animais com origem mitocondrial Indicus atingem a puberdade em
média 40,2 dias mais precocemente do que os animais com origem mitocondrial

Taurus.

Para que a puberdade seja atingida a seqUéncia de eventos é complexa. Varios
fatores e uma fina regulagdo sdo necessarios para o correto desenvolvimento do
sistema reprodutor e a coordenacgao do crescimento corporal. O eixo do crescimento é
responsavel pela organizacdo desses eventos fisiolégicos. O animal deve atingir um
peso critico, aquém do qual ndo ocorre o desencadeamento da puberdade. As gbnadas
também devem apresentar um desenvolvimento adequado e um tamanho minimo para
que a producdo espermatica ocorra normalmente. Com o inicio do desenvolvimento
testicular, aumenta a producédo de testosterona que passa a colaborar no crescimento
como agente anabolizante natural.

Para que um bovino alcance a puberdade deve atravessar todas essas etapas.
Na producdo animal é importante que isso ocorra 0 quanto antes para que o animal
entre na vida reprodutiva, ressaltando o valor da precocidade sexual para a espécie
bovina. A idade a puberdade de bovinos ocorre entre 14 e 18 meses de idade e,

qualquer fator que contribua para melhoria desse indice, ou que possa funcionar como
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um indicador de precocidade contribuira significativamente para a selecdo de
reprodutores que atingirdo a puberdade precocemente e podem ser capazes de
transmitir essa caracteristica de precocidade aos seus descendentes

A precocidade de 40 dias dos animais indicus mostra um novo caminho nesse
sentido. Sinaliza que a andlise do mtDNA poderd ser usada como um marcador
genético de precocidade sexual que pode ser usado na selecdo genética de bovinos.
Sempre é vdlido lembrar que apesar da precocidade demonstrada pelos animais
indicus, os dois grupos de animais sdo considerados precoces em relacdo aos animais
da mesma raga estudados anteriormente (Silva et al, 1988) em que Nelores machos
apresentaram a puberdade com idade de 18 meses, portanto, superior a 14,3 meses
para os animais indicus e aos 15,6 meses para os animais taurus do presente estudo.
O surgimento de espermatozéides no ejaculado tem forte correlacdo com o
estabelecimento da puberdade e a normalizacao da produgédo espermatica. Observa-se
em machos de qualquer espécie que apds o surgimento do primeiro espermatozdide,
em poucas semanas 0s animais apresentaram sémen de boa qualidade. Em caprinos,
que sao ruminantes com fisiologia semelhante aos bovinos, observa-se com 15
semanas de idade o aparecimento de espermatozoides méveis, com 17 semanas o
sémen ja apresentava boa qualidade (Nishimura et al, 2000). O primeiro
espermatozdide em vérias racas de Bos taurus foi observado por Lunstra et al (1978)
em média aos 8,46 meses.

|Diferencas sdo encontradas entre os diversos indices de produtividade como
producdo de carne ou leite e a data da puberdade entre zebuinos e taurinos. Taurinos
apresentam um processo de selecdo bastante antigo na Europa que explora
comercialmente a produgéo bovina desde tempos antigos. Os zebuinos sédo originarios
principalmente da india e regides adjacentes, sdo considerados sagrados e nunca
foram explorados comercialmente até meados do século passado. Por essa grande
diferenca de objetivos nas regides de onde originaram as racas, podemos perceber que
a selecao e performance produtivas sao diferentes (Magnabosco et al 1997). No
presente estudo, tem-se animais zebuinos com origens maternas diferentes. Nesse
modelo pode-se avaliar o efeito de uma Unica fonte de variacdo sobre a produtividade

desses animais, que € o mtDNA. Contudo, devemos lembrar que por se tratar de
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animais zebuinos, os bovinos da raca Nelore ainda ndo apresentam a mesma
performance produtiva e ndo atingem os mesmos indices de animais europeus, que
possuem mais tempo de selecdo. Nolan et al (1990) encontraram a idade do
aparecimento do primeiro espermatozéide em machos zebuinos da raca Brahman aos
13,11 meses. Aravindakshan et al (1999) encontraram em bovinos taurinos puberdade
aos 10,03 + 0,21 meses de idade. Jones et al (1991) encontraram em Hereford
(taurinos) puberdade aos 7,35 meses de idade. Chase et al (2001) observaram em
bovinos taurinos cruzados com Angus, o aparecimento do primeiro espermatozoides
aos 10,7 meses de idade e 27 cm de perimetro escrotal.

Em bovinos da raca Holandesa (Bos taurus) com 13,3 meses de idade, Carter et
al (1980) observaram que, nem o peso nem o perimetro escrotal, podem ser utilizados
com confianga como indicativo da produgéo futura de espermatozéides desses animais,
comprovando a necessidade da avaliagdo do sémen, semelhante ao que foi observado
nesse estudo. Além disso diversos outros fatores externos e/ou ambientais podem
influenciar no crescimento e no desenvolvimento de bovinos, por exemplo, diferentes
praticas de manejo podem alterar o comportamento alimentar dos animais, mudangas
na luminosidade podem influir sobre o crescimento das plantas forrageiras modificando
a qualidade e quantidade das mesmas, infestacdo por parasitos podem causar perda
de peso e/ou queda no consumo de alimento. A diferenca entre dietas também pode
alterar a data da puberdade em bovinos (Nolan et al, 1990).

As concentragdes plasmaticas de testosterona variam durante o dia com

um pico pela manha, uma queda no meio do dia e um aumento ao final do dia.

A secrecao de testosterona apresenta um padrdao em resposta a liberagao de LH
pela hipoéfise estimulada pela liberagdo de GnRH proveniente do hipotalamo, sendo que
todos esses horménios apresentam padrao pulsatil de secregdo. Além de mostrar esses
picos de secrecdo, a testosterona possui uma variagédo circadiana com concentragdes
que oscilam de acordo com a espécie, mas de maneira geral apresenta um pico
matutino e um vespertino, podendo observar ou ndo um pico ao meio do dia (Hall,
1994). Nesse periodo, peripuberal, isto €, em animais jovens, encontramos para a
testosterona plasmatica valor médio de 2,0 ng/ml (variando de 0,4 até 8,2 ng/ml) que
sao valores inferiores aos encontrados por Henney et al (1990) em bovinos adultos
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com valor médio de 7,0 ng/ml da testosterona plasmatica e variagdo de 0,5 até 16,8
ng/ml no grupo de animais. Esses autores também observaram que a libido dos animais
foi reduzida quando a relagao estrégeno:testosterona aumentou, mostrando claramente
que a testosterona ndo é importante apenas para o crescimento e producéo
espermatica, mas participa decisivamente na libido e conseqlientemente na capacidade
de servico dos animais. Em touros, a testosterona plasmatica esta correlacionada com
a producgéo espermatica (Gabor et al, 1998) e com o comportamento sexual (Imwalle et
al, 2002).

O peso corporal, o perimetro escrotal, a testosterona e o IGF-1 plasmaticos
aumentaram progressivamente com a idade, com ligeiras flutuagcées, normais

para os padrées hormonais.

Durante a puberdade, o pico de crescimento € mediado em parte pelo efeito
direto dos esterdides gonadais nas taxas de crescimento (Attie et al, 1990). A influéncia
desses esteroides foi estudada por Chowen et al (1996), que mostrou um padrao de
resposta ontogenética bifasica da testosterona, durante o periodo neonatal, ou fase
organizacional, o esterdide respondeu pela organizacdo morfofuncional das areas onde
estao localizados os neur6nios produtores de horménio liberador de GH (GHRH) e
somatostatina (SS). Durante o periodo puberal, a testosterona mostrou capacidade de
aumentar a sintese e secrecdo de GHRH e SS. Nesse estudo percebeu-se uma
atividade organizacional no periodo neonatal e fungao modulatéria na puberdade.

No periodo peribuberal, observa-se que ocorre um aumento gradativo dos
parametros estudados, conforme o animal se aproxima da vida adulta. Animais mais
jovens apresentam peso corporal e perimetro escrotal menores, e, apresentam
concentragcfes plasmaticas de testosterona e IGF-1 menores. Thomas et al (2002)
também observaram em bovinos que a testosterona e o IGF-1 plasmaticos, o peso
corporal e o perimetro escrotal aumentam com a idade. Matsuzaki et al (2001)
observaram que a testosterona e o tamanho dos testiculos aumentam com a idade.
Jones et al (1991) observaram que a testosterona plasmatica aumenta apos 7.6 meses
de idade ultrapassando 3,0 ng/ml. Sosa et al (2002) observaram em bovinos da raca

Wagyu (zebuino) que o peso e o perimetro escrotal aumentam com a idade.
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A puberdade esta relacionada a um peso critico que o animal deve atingir antes
de se tornar pubere (Ojeda & Urbanski, 1994). Além do peso corporal, as
concentracbes de testosterona, circunferéncia escrotal e producdao de sémen
aumentam com a idade. As concentracbes de testosterona estdo relacionadas com o
crescimento testicular e de outras estruturas do trato reprodutivo. Concentracdes de
testosterona elevadas aos doze meses de idade estdo relacionadas com puberdade
precoce (Pruitt et al, 1986). No bovino, a testosterona exerce sua maior fungao no inicio
da puberdade com o desenvolvimento do trato genital, inicio e potencializagdo da
espermatogénese (Rekwot et al 1997). Renaville et al (2000) encontraram valores de
testosterona plasmatica de 1,35 até 2,38 ng/ml com pulsos de 2,35 ng/ml. Huxoll et al
(1998) encontraram concentracdo plasmatica de testosterona média de 2,95 ng/ml e
conseguiram reduzir para menos de 0,93 ng/ml com imunizagdo dos animais contra
GnRH e os animais imunizados apresentaram crescimento semelhante aos animais
controle. Jago et al (1997) observaram que a imunizagao pré-puberdade também reduz
a testosterona plasmatica e prejudica o comportamento sexual e social dos touros
jovens. Adams et al (1993) encontraram em bovinos taurinos 3,4 ng/ml de média para

testosterona plasmatica e 34,9 cm de perimetro escrotal.

Nolan et al (1990) observaram o aumento da testosterona plasmatica e do
perimetro escrotal com a idade dos animais. Moura & Erickson (2001) observaram que
as concentracdes de testosterona aumentam com a idade em bovinos taurinos, sendo
maior a partir dos 7 meses de idade. Os autores sustentam a hip6tese que nédo ha
variagcbes hormonais consistentes durante a puberdade para selegdo criteriosa dos
reprodutores, mas a avaliagdo do tamanho dos testiculos podem identificar os animais
com desenvolvimento anormal das gbnadas.

Nesse estudo, observamos o aumento progressivo do IGF-1 com a idade, na
puberdade, encontramos valores médios de 334,5 ng/ml para animais portadores de
mtDNA indicus e de 349,7 ng/ml para animais portadores de mtDNA taurus.O GH &
necessario para o correto desenvolvimento das gbénadas masculinas e femininas. Os
efeitos atribuidos ao aumento do GH nos ovarios e testiculos podem ser decorrentes da
elevacdo do IGF-I circulante, mediada por estimulacdo hepatica pelo GH, ou mesmo
pela producgao local de IGF-I (Strobl & Thomas, 1994). Holzer et al (2000) encontraram



63

o valor de 269 + 26,2 ng/ml de IGF-1 para bovinos com 14,6 meses de idade
aproximadamente. Aos 17 meses o valor médio de IGF-1 foi de 310 ng/ml (Holzer et
al,1999). Renaville et al (2000) observaram que o peso corporal e o IGF-1 plasmatico
aumenta com a idade, variando de 100 a 300 ng/ml em 7,16 meses de experimento.
Roudebush et al (2001) encontraram valores de IGF-1 plasmatico de 367 até 650 ng/ml
em bovinos da raca Angus. Em suinos, as concentragdes plasmaticas de GH
aumentam no periodo pré-pubere e permanece elevado durante a puberdade
provavelmente em resposta ao aumento dos horménios sexuais, que por sua vez
estimulam a producdo de IGFs que estimula a transcricido do gene da StAR , em
mitocéndrias de células da granulosa (Balasubranian et al, 1997).

A testosterona plasmatica e o GH estdo relacionados ao comportamento
reprodutivo em bovinos, podendo variar dependendo da atividade reprodutiva do animal
(Borg et al, 1991). Buskirk et al. (1996) usaram GH exdgeno e observaram que, apesar
de beneficiar o crescimento dos animais, ndo causou melhora no trato reprodutivo.
Davis & Simmen (2000) em bovinos taurinos da raga Angus encontraram o valor médio
de IGF-1 plasmético de 225,8 + 161,7 ng/ml e o IGF-1 plasmético apresentando relagao
com diversas caracteristicas produtivas na carcaga dos animais abatidos. Em outro
estudo, Davis et al (1995) encontraram uma clara diferenciagdo nas concentracoes
plasmaticas de IGF-1 ligada ao sexo, sendo que os touros apresentaram o IGF-1
plasmatico mais elevado que nas fémeas. Nossos resultados corroboram com o0s
encontrados por Hunt et al (1991) em bovinos, eles observaram valores de testosterona
plasmatica variando entre 1,3 e 1,9 ng/ml e o IGF-1 plasméatico de 150 a 304 ng/ml.

A idade parece ter clara interferéncia na secrecao hormonal. Em humanos, a
testosterona e o IGF-1 plasméaticos diminuem com a senescéncia (Morley et al, 1997).
O IGF-1 e a testosterona plasméaticos estao relacionados e agem de maneira similar no
estimulo ao pico de GH plasmatico (Coutant et al, 2001). Em bovinos taurinos mestigos
de Angus e Simental, o peso corporal e o IGF-1 plasmatico aumentam com a idade e a
testosterona estd envolvida no processo, uma vez que animais castrados apresentam
menores peso e IGF-1 plasmatico (Schoomacker et al, 2002). O IGF-1 plasmatico
interfere na qualidade do sémen modificando o conteudo de fatores ou proteinas
seminais, entre elas o fator ativador de plaquetas (Roudebush et al, 2001).
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O efeito que cada horménio exerce vem da resultante de uma complexa equagao
que envolve o valor das concentragdes plasmaticas, a quantidade de proteinas
transportadoras e a afinidade dessas proteinas ao horménio em questado, que interfere
nos efeitos teciduais dos horménios, liberacdo, e a protegcdo dos horménios contra a
degradacao (Hornick et al, 2000).

A origem mitocondrial pode alterar o peso, o perimetro escrotal e as
concentragoes plasmaticas de IGF-1, que sao variaveis ligadas aos eixos de

crescimento e reprodutivo.

Os animais com mtDNA indicus sdo mais pesados e tem o perimetro escrotal
maior que os animais com mtDNA taurus. Por causa disso, os animais indicus podem
apresentar um potencial para um maior crescimento corporal e para um maior
desenvolvimento sexual. O polimorfismo no miDNA ja foi associado a taxa de
nascimento, com implicacbes genéticas para o aumento da fertilidade de vacas
(Sutarno et al, 2002). Mannen et al (1998) observaram que polimorfismo no mtDNA
promove alteragdes na carcaga de animais abatidos e que a heranca citoplasmatica
pode influenciar a producdo de carne. Os polimorfismos no genoma podem alterar o
padrdo de producdo espermatica em touros (Lechniak et al, 1999). Mas nem todos os
trabalhos conseguiram encontrar algum efeito de polimorfismo sobre caracteristicas
produtivas. Boettcher et al (1996) ndo conseguiram relacionar polimorfismos na regiao
do D-Loop com caracteres produtivos de animais, mas enfatizam que deva existir uma
associacao entre os polimorfismos encontrados e a producdo, gordura e energia no
leite. Nao foram encontradas diferengcas no GH plasmatico da prole de duas linhagens
diferentes de vacas leiteiras (Baumgard et al, 2002). Tess & MacNeilt (1994)
observaram que o peso corporal em bovinos de corte ndo apresenta variagao devido ao
efeito genético citoplasmatico. Esses trabalhos mostram respostas variadas aos
polimorfismos genéticos, alguns usam regides determinadas do mtDNA, outros usam
partes mais genéricas, mas nenhum trabalho conseguiu até o momento apontar os
efeitos do polimorfismo de regides especificas do mtDNA sobre o peso corporal,
perimetro escrotal e IGF-1 plasmatico, como os efeitos discutidos nesse trabalho.

As correlagdes entre as variaveis foram altas e positivas indicando uma

estreita afinidade entre elas.
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Devido a obtencdo desses valores de correlagdo, podemos dizer que um
aumento no peso corporal pode acarretar em aumento no perimetro escrotal, na
testosterona e no IGF-1 plasméaticos. O aumento no perimetro escrotal esta associado
com a elevacdo das concentracdes plasmaticas de testosterona e de IGF-1. Por fim,
quando a concentracdo de testosterona no plasma aumenta o IGF-1 plasmatico
também eleva. Essas relacdes diretas sdo importantes porque mostram como esses
dois eixos que s&o determinantes na vida animal, o eixo do crescimento (peso corporal
e IGF-1) e o eixo reprodutivo (perimetro escrotal e testosterona), estdo estreitamente
ligados. Qualquer interferéncia em um deles pode afetar diretamente o outro, por
exemplo, um retardo no crescimento provocado por caréncia nutricional ou alguma
doenca pode levar a um atraso reprodutivo. Por outro lado, fatores que aumentam o
crescimento corporal podem beneficiar o desenvolvimento sexual do animal
(Chandrashekar & Bartke, 1998).

Relagdes entre IGF-1 e testosterona foram estudados por Maor et al (1999) que
observaram que parte do efeito da testosterona sobre o crescimento pode ser devido a
mediacao de IGF-1, onde a testosterona estimulou o crescimento e a producao local de
IGF-1 e dos receptores de IGF-1 das camadas de células condrociticas isoladas dos
cbndilos mandibulares de camundongos. O GH hipofisario pode ser estimulado pelos
esterbides gonadais. Weissberger & Ho (1993) observaram um papel importante da
testosterona no eixo do crescimento em machos, sugerindo que esse efeito é
parcialmente dependente da aromatizacdo da testosterona para estradiol. Em humanos
a testosterona eleva as concentracées de IGF-1 (Hobbs et al, 1993). A influéncia direta
dos hormoénios do eixo do crescimento na reprodugdo pode ser observada quando
Champion et al (2002) observaram que tanto o roGH (GH recombinante bovino) quanto
o rhIGF-1 (IGF-1 recombinante humano) prolongam a motilidade espermatica. Baker et
al (1996) observaram uma estreita relagdo entre a producéo de IGF-1 e a testosterona

produzida pelas células de Leydig.

As relagbes entre 0 eixo reprodutivo e o crescimento tém um interesse especial
na producdo animal, estimativas fenotipicas sdo mais acessiveis do que medidas
hormonais, que exigem uma estrutura mais complexa para obtencdo dessas medidas.

Desde muito tempo procura-se tornar préximas as medidas fenotipicas de medidas
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fisiolégicas, a fim de melhorar o desempenho produtivo das espécies domésticas.
Nesse trabalho mostramos correlagdes positivas entre o peso corporal, o perimetro
escrotal, as concentracbes plasméaticas de IGF-1 e testosterona. Sao correlagcbes com
valores mais altos que as encontradas por Nolan et al (1990) que observaram
correlacdes positivas entre o peso corporal, o perimetro escrotal, e a testosterona
plasmatica. McGowan et al (2002) encontraram correlacbes positivas, entre 0 peso
corporal e o perimetro escrotal em bovinos de ragas taurinas, zebuinas e mesticos.
Sosa et al (2002) encontraram correlagdes positivas entre o peso corporal e o perimetro
escrotal em bovinos da raca Wagyu. Barash et al (1998) encontraram correlacédo
positiva entre o peso corporal e o IGF-1 plasmatico. Connor et al (2000) também
encontraram correlacées positivas entre o peso corporal e o IGF-1 plasmatico em
bovinos taurinos Angus. Auchtung et al (2001b) encontraram em bovinos uma
correlacao positiva entre o peso corporal e o IGF-1 plasmatico. Diaz-Guerra et al (2001)
encontraram correlagdes positivas entre o IGF-1 plasmatico e a testosterona livre e

conjugada a proteina carreadora andrégeno.

Contudo, notamos que o IGF-1 nem sempre apresenta uma relagcao positiva com
os caracteres de produtividade nos animais. Foi observado que o IGF-1 se relaciona
negativamente com a produgéao de leite (Auchtung et al, 2001a). Apesar disso o GH e o
estrébgeno participam ativamente do desenvolvimento mamario e estdo relacionados

com o IGF-1 plasmatico (Berry et al, 2001).

As correlagées de animais mtDNA indicus foram maiores que de animais
mtDNA taurus.

Sugere-se que a origem mitocondrial pode melhorar a relagdo entre as variaveis
estudadas. O peso corporal e perimetro escrotal maiores nos animais portadores de
mtDNA indicus, indicam que esse polimorfismo no genoma mitocondrial favoreceu esse
grupo de animais, fornecendo melhores condicbes para o desenvolvimento desses
animais em condigbes tropicais, apesar de apresentarem menor concentragao
plasmatica de IGF-1. Mutagdes no D-Loop do mtDNA afetam as regides envolvidas no
processo de replicagdo do mtDNA, comprometendo as fungbes da organela, e, essas

mutagbes podem ser achados consistentes em uma mesma linhagem materna
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(Barthélémy et al 2002). Estudando também em Nelores Albuquerque & Meyer (2001)
encontraram uma heritabilidade alta com o efeito genético materno se correlacionando
com as estimativas de peso dos filhos. Mialon et al (2001) ndo encontraram relagcéao
entre habilidades maternas e caracteres produtivos dos filhos.

A origem mitocondrial nao alterou a motilidade espermatica progressiva,
ndo influenciou as concentracoes de NO no sémen total, nem no precipitado
celular. Também nao foi detectada correlacao entre o NO e a motilidade.

O 6éxido nitrico (NO) apesar de extremamente |abil ja foi encontrado tanto nos
vasos testiculares, envolvido na regulacdo da vascularizagdo testicular, quanto nas
células testiculares, apresenta uma estreita relacdo com as células de Sertoli e Leydig e
parece afetar a fertilidade. A producdo excessiva de NO parece gerar disfungéo
espermatica e pode estar envolvida na maturagdo e motilidade espermatica (Battaglia
et al, 2000). O'Bryan et al (1998) notaram que o NO esta envolvido na fisiologia
espermatica normal, e que, padrdes aberrantes de eNOS (NO sintase endotelial) estao
associadas com reducdo da motilidade espermatica, possivelmente pela geragéao

excessiva de oxidantes citotdxicos.

Foi detectada a atividade da NO sintase no plasma seminal, sendo que as
vesiculas seminais podem ser locais importantes como fonte de NO sintase seminal
(Zini et al, 2001). Aksoy et al (2000) observaram que o Oxido nitrico prejudicou a
motilidade espermética. A producédo de NO é afetada pela sintese de estradiol no ovario
(Basini & Tamanini, 2000) mostrando que o efeito do NO nas gbnadas pode ser
negativo. Ding et al (2002) sugerem que a melhoria da qualidade do sémen pode levar
a uma reducao na producao de NO. Contudo Revelli et al (2001) em seus estudos néao
confirmaram a hipétese que a sintese de NO “in vivo” afete a funcdo espermatica e
sugeriram que o nitrito no plasma seminal ndo é um marcador sensivel para a produgao
“in vivo" de NO. Parece entdo, que a via Arginina-Oxido Nitrico esta envolvida
principalmente com a disfungéo espermdtica e com a infertilidade de machos (Elgin et
al, 2000).

Nao foi detectada qualquer alteracdo promovida pelo NO sobre a motilidade

espermatica nos bovinos da raga Nelore. Ja em humanos observa-se que mutagdes no
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mtDNA podem levar a comprometimento da qualidade seminal, notando-se que todos
os individuos que apresentaram substituicdes no mtDNA tinham baixa motilidade dos
espermatozdides e concentragdo espermatica reduzida (Holyoake et al, 2001). Moore &
Reijo-Pera (2000) também sugerem que a heranga materna pode interferir na qualidade
seminal, principalmente na motilidade espermatica que parece sofrer mais com as
mutagcées no mtDNA. Ruiz-Pesini et al (2000) observaram que alteragdes no mtDNA em
humanos estdo associadas a reducao na motilidade dos espermatozoides.

Em humanos, notou-se uma forte correlagdo do IGF-1 presente no plasma
seminal com os espermatozoides normais, sem contudo determinar alguma correlagcéo
entre o IGF-1 seminal e a motilidade dos espermatozéides (Glander et al, 1996). Os
autores sugeriram que o IGF-1 € importante no desenvolvimento das células
germinativas e que provavelmente esteja mais envolvido na maturagdo dos
espermatozéides. Notaram ainda que individuos vasectomizados apresentaram
concentracdes de IGF-1 no plasma seminal menores que individuos normais, de acordo
com a hipétese de secrecao tubular de IGF-1 pelo testiculo e/ou epididimo. Contudo,
contrariando todas expectativas Hoeflick et al (1999) observaram em bovinos que o
IGF-1 elevado no plasma seminal estd associado a pior qualidade de sémen. Uma
alteracdo na qualidade do liquido seminal pode interferir diretamente na viabilidade
espermatica (Castelini et al, 2000). Em zebuinos a administracdo aguda de GH causa
um aumento de IGF-1 plasmatico, mas nao altera a qualidade seminal, parece ser
necessario um tempo maior para que os efeitos possam ser observados (Santos et al,
1999) ou talvez os efeitos sejam mais evidentes localmente. A qualidade espermética
apresenta uma sensibilidade a uma série de outros fatores que podem interferir
melhorando ou piorando dependendo do caso, como por exemplo a estacdo do ano e o
cruzamento entre diferentes racas (Ciereszko et al, 2000). As diferencas encontradas
nas concentracoes de testosterona e IGF-1, no peso corporal € no perimetro escrotal
em diferentes ragas de bovinos sugerem que pode haver variagdo nos mecanismos de
regulacdo desses horménios e conseqlentemente variagdo nos efeitos, peso e

tamanho de testiculos (Thomas et al, 2002).

O estado fisiolégico do animal interfere decisivamente na performance

reprodutiva assim como a motilidade espermatica interfere diretamente na fertilidade
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(Brun et al, 2002). O acesso dessas informagbes pode fazer com que os produtores
rurais modifiguem e melhorem seus sistemas de manejo para selecao de reprodutores,
com consequentes ganhos na producao animal. A selecdo de reprodutores utiliza uma
série de critérios, a maioria ligada ao desempenho dos animais em ganho de peso,
desenvolvimento corporal, peso ao nascer, peso ao desmame, todos parametros
somaticos, a performance reprodutiva sempre foi parametro adicional, nunca primario.
O teste de libido e a capacidade de servico também podem ser adicionados para
auxiliar na escolha de reprodutores (Silva-Mena et al, 2000). Holroyd et al (2002)
observaram que a selecdo para reprodutores deve ser realizada considerando a
avaliacdo do sémen, observaram também que nenhum parametro pode ser
considerado isoladamente como critério para selecao, o perimetro escrotal e a taxa de
motilidade dos espermatozéides se correlacionaram positivamente com a fertilidade
medida pela produgao de bezerros.

Pensando ainda na selegao de reprodutores, a coleta de sémen precocemente
permitiria uma avaliagdo de progénie do reprodutor, fazendo com que ele possa ser
inserido num programa de reproducao o mais cedo possivel (Picard-Hagen et al, 2002).
Ja foram encontrados touros Nelores de 29 meses com 32 cm de perimetro escrotal
que apresentam capacidade de servigo semelhante a touros europeus, quando esses
animais sdo avaliados adequadamente e em um curto periodo de tempo (Silva-Mena et
al, 2000). Fitzpatrick et al (2002) também observaram que a selecdo de reprodutores
deve passar pelo exame do sémen e que a motilidade espermatica ndo deve ser usada
isoladamente como critério de fertilidade. Mercadante et al (2003) observaram em
Nelores que a selecao pelo peso corporal promove mudangas genéticas consistentes
sem comprometer a performance reprodutiva desses animais. Moser et al (1996)
observaram que a selecao pelo perimetro escrotal leva a redug¢ao na idade a puberdade
dos descendentes. Animais que desmamam mais pesados podem nao apresentar
superioridade no ganho de peso, mas eles levam essa vantagem conseguida adiante
quando comparado aos outros animais contemporaneos (Baker et al, 2002).

Observamos no decorrer do trabalho que o polimorfismo encontrado no mtDNA
beneficia o grupo de animais portadores de mtDNA indicus em relacdo aos animais

portadores e mtDNA taurus. Os animais indicus apresentaram precocidade sexual
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maior, peso corporal e perimetro escrotal maiores. Uma associagdo de todas essas
variaveis pode contribuir para a selegéo de reprodutores com possibilidade de melhorar
0 ganho genético com uma ferramenta mais exata que é a biologia molecular. O exame
de DNA pode ser um aditivo importante devido a pequena variabilidade de resultados,
principalmente se comparado as avaliacbes de peso corporal e perimetro escrotal,
sempre sujeitas a variabilidade devido a equipamento, manejo, sanidade dos animais,

entre outras fontes de variagao.
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VII- CONCLUSOES

O mtDNA indicus adiantou a data da instalacdo da puberdade em cerca de 40
dias, favoreceu maiores peso corporal e perimetro escrotal, comparativamente ao
mtDNA faurus. Esses resultados nos permitem propor a possibilidade de que o
polimorfismo descrito no mtDNA possa se tornar um marcador de precocidade sexual
em condig¢Oes tropicais.

Observamos durante a puberdade, a ocorréncia de uma redugdo nas
concentragcbes de testosterona plasmatica no meio do dia em relacdo ao inicio da
manhd. O peso corporal, o perimetro escrotal, as concentracées plasmaticas de
testosterona e as concentragbes plasmaticas de IGF-1 aumentam progressivamente
com a idade e apresentam fortes correlagdes entre si.

O conjunto de resultados nos fez propor 0 esquema a seguir, que indica a
atuacdo do mtDNA na regulacao do processo de instalagdo da puberdade.
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> PUBERDADE <

MATURACAO
DO EIXO HIPOTALAMO-
HIPOFISE

CRESCIMENTO DESENVOLVIMENTO
CORPORAL DA GONADA

Células
espermaticas

mtDNA
indicus

Papel do mtDNA na instalagdo da puberdade em bovinos machos.
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