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RESUMO

BELTRAN, M. P. Possiveis efeitos da leptina e IGF-I plasmaticos sobre a puberdade e a
precocidade sexual de novilhas Nelore (Bos taurus indicus). [Possible effects of plasmatic
leptin and IGF-I on puberty and sexual precocity of Nelore heifers (Bos taurus indicus)].
2008. 105 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterindria) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2007.

Foram avaliadas as concentragdes plasmaticas de leptina e IGF-I do 8° ao 16° més de idade de
36 novilhas Nelore e comparadas com a idade a primeira ovulagdo e precocidade sexual. Para
a quantificacdo da leptina, foi validado um radioimunoensaio (RIA) utilizando anticorpo
produzido contra leptina recombinante eqiiina apds inoculagdo em coelho. A especificidade,
estabilidade, taxa de recuperacdo e efeito matriz indicaram que o ensaio foi adequado para a
quantificag¢do de leptina plasmatica bovina. O IGF-I foi quantificado por Kit comercial (DSL).
As amostras de sangue foram colhidas em intervalos de 4 dias e avaliadas nos 60 dias
retrospectivos a primeira ovulacdo e de amostras mensais do 8° ao 16° més de idade. A
maioria das novilhas (83,3%) ovulou até o final do experimento e foram divididas em prenhes
até os 16 meses de idade (33,3%), formando o grupo precoce (P), e ndo prenhes (50%),
formando o grupo Nao Precoce (NP) 16,7% das novilhas ndo ovularam (chamadas de NO) até
o final do experimento. Nao houve diferenca (P > 0,05) na idade a primeira ovulagdo entre os
grupos P (4394+27,9 dias) e NP (445+36,8 dias). O peso aumentou (P < 0,01) nos 3 grupos,
ndo diferiu (P > 0,05) entre as novilhas P e NP durante o experimento, mas as NO
apresentaram peso inferior aos outros grupos a partir do 12°meés (P < 0,01). Nos 60 dias que
antecederam a primeira ovulacdo, a concentracdo de leptina plasmética aumentou (P < 0,01)
no grupo P, mas ndo nos grupos NP e NO (P > 0,5), porém ndo houve diferenca entre os
grupos (P > 0,5). Houve correlagdo entre a concentracdo de leptina plasmatica ¢ o peso
corporal nos grupos P (r=0,36; P < 0,01) e NP (=0,4313; P < 0,01), mas nao no grupo NO
(r=0,095; P > 0,5). A concentragdo plasmatica de IGF-I aumentou (P < 0,01) nos 3 grupos do
8° ao 16° més de idade, mas foi maior no grupo P (P < 0,01) do que nos NP e NO, que ndo
diferiram entre si. Antes da primeira ovula¢do, ndao foi verificado aumento (P > 0,1) na

concentracdo de IGF-I em nenhum dos grupos, porém a concentracao foi maior no grupo P (P



< 0,05). Pode-se concluir que a concentracdo de leptina, junto com o peso corporal foram

importantes na primeira ovulag¢do, enquanto o IGF-I, na determinacao da precocidade sexual.

Palavras-chave: Puberdade. Precocidade. Leptina. IGF-1. Novilhas Nelore.



ABSTRACT

BELTRAN, M. P. Possible effects of plasmatic leptin and IGF-I on puberty and sexual
precocity of Nelore heifers (Bos taurus indicus). [Possiveis efeitos da leptina e IGF-I
plasmaticos sobre a puberdade e a precocidade sexual de novilhas Nelore (Bos taurus
indicus)]. 2008. 105 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2007.

Plasmatic leptin and IGF-I were quantified from 36 Nelore heifers, and compared to age at
first ovulation and sexual precocity. For leptin quantification, a radioimmunoassay, using
antibody against recombinant equine leptin inoculated in rabbit was validated. The specificity,
stability, recuperation tax and matrix effect showed that the assay was able to quantify for
plasmatic bovine leptin quantification. The IGF-I was quantified with a commercial Kit
(DSL). Blood samples were taken every 4 days and analyzed retrospectively 60 days before
first ovulation and from mensal samples from 8" to 16™ month of age. Most of the heifers
ovulated (83.3%) until the end of experiment, those were divided in heifers that became
pregnant until the 16° month of age (33.3%), named Precocious group (P), 50% that did not
became pregnant were the non precocious group (NP) 16% of the heifers did not ovulated and
were named NO. There was no difference (P > 0.05) in the first ovulation age between P
(439+27.9 days) and NP (445+36.8 days) groups. The weight of the 3 groups increased (P <
0.01), but did not differ (P > 0.05) between P and NP heifers but NO showed lower weight (P
< 0.01) after the 12™ month (P < 0.01). Sixty days before first ovulation, plasmatic leptin
concentration increased (P < 0.01) in P group, but did not in NP or NO (P > 0.5), and there
were no difference between groups. (P > 0.5). There was correlation between plasmatic leptin
and body weight in P (r=0.36; P < 0.01) and NP (1=0.4313; P < 0.01), but did not in NO
group (r=0.095; P > 0.5). Plasmatic IGF-I concentration increased (P < 0.01) in the 3 groups,
from 8th to 16th month of age, but was higher in P (P < 0.01) than NP and NO, that did not
differ among themselves. Before first ovulation there was, no increase (P > 0.1) in IGF-I in
none of groups, but concentration was higher in P (P < 0.05) group. It could be concluded that
leptin concentration as well as body weight were important in first ovulation, while IGF-I, in

the sexual precocity determination.

Key words: Puberty. Precocity. Leptin. IGF-1. Nelore heifers.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0o segundo maior rebanho comercial do mundo, com cerca de 200
milhdes de cabegas (ANUALPEC, 2005), ¢ esta posicionado como o maior exportador de
carne bovina, gragas aos indices de produtividade de algumas regides do pais, semelhantes
aos de paises desenvolvidos, mesmo apresentando caracteristicas extrativistas em algumas
regides. Na média, a taxa de desfrute, em torno de 22% (DBO, 2005), estd aquém do real
potencial da atividade.

Alguns fatores interferem para esse indice, tais como a idade avangada das vacas ao
primeiro parto, a baixa taxa de fertilidade, alta taxa de mortalidade dos bezerros até a
desmama e o baixo ganho de peso dos animais. A melhoria nas condi¢des de manejo,
sanidade e nutricdo, entre outros, possibilitaria melhoras no desempenho e indices
reprodutivos do rebanho.

Para a criacdo sustentdvel e lucrativa de bovinos ¢ necessdria a compreensdo dos
mecanismos biologicos relacionados a reproducao animal associada as praticas de manejo que
aumentam a produgdo. O desempenho reprodutivo ¢ geralmente citado como a caracteristica
econdmica mais importante na criagado de bovinos de corte, sendo que a reproducao esta
associada ao desenvolvimento corporal adequado das novilhas. O tipo de manejo, nutricional
e sanitario, que as novilhas recebem, exerce forte influéncia na reproducdo, afetando a
producao de bezerros.

A antecipacdo da idade ao primeiro parto estd ligada a eficiéncia da lucratividade da
producdo de carne bovina. Aumentar a eficiéncia reprodutiva do gado de corte pode melhorar
a producdo e a oferta de proteina de origem animal. Nos paises mais desenvolvidos, a
industria de produgdo de gado de corte empregou um manejo seletivo que faz as novilhas
parirem aos dois anos de idade (WOLFE et al., 1990). Segundo Martin et al. (1992) o
desempenho reprodutivo das novilhas depende da idade em que essas fémeas parem pela
primeira vez. Novilhas que parem mais cedo tém maior vida reprodutiva do que as mais
tardias. Assim, novilhas que apresentam o primeiro parto proximo aos 24 meses de idade, ou
seja, primeira cobertura/inseminagdo artificial (IA) aos 15 meses atingem a produtividade

maxima (PATTERSON et al., 1992).

Até pouco tempo acreditava-se que a inibicdo da secre¢do de gonadotrofinas no

periodo pré-puberal nos bovinos era conseqiiéncia exclusiva do excesso de sensibilidade do
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hipotalamo ao estradiol inibindo a secre¢do de GnRH, mecanismo conhecido como
gonadostatico. A forma como a taxa de crescimento, a idade ou o peso vivo mudam a
sensibilidade do hipotdlamo ao estradiol e ativam os mecanismos neuromoduladores indica

que deve haver uma proporg¢ao critica de gordura corporal que leva a puberdade.

O momento do inicio da puberdade em mamiferos estd altamente relacionado AA
condi¢do nutricional e metabdlica (CHEUNG et al., 1997; EHRHARDT et al., 2000). O peso
do animal, em conseqiiéncia do estado nutricional, pode explicar muitas variagdes associadas
a primeira ovulacdo (GARCIA et al., 2002) entre elas a concentragdo de leptina circulante
(CHEHAB et al., 1997; CHEUNG et al., 1997; GARCIA et al., 2002) ¢ do IGF-I (HINEY et
al., 1996.

A concentracdo de leptina plasmatica aumenta antes da puberdade em novilhas
(DIAZ-TORGA et al., 2001; GARCIA et al., 2002), assim como as concentragdes plasmaticas
do fator de crescimento semelhante insulina do tipo I (IGF-I), sugerindo que esses hormonios
estejam envolvidos no inicio da puberdade. E necessario que se estude a associagdo desses
hormdnios com o inicio da puberdade em novilhas zebuinas, j4 que poderiam atuar como
sinalizadores metabolicos para a primeira ovulacdo em novilhas zebuinas.

O conhecimento das relagdes entre a nutri¢do e a reproducgdo ¢ fundamental na tomada
de decisdes, quando se pretende aumentar a eficiéncia produtiva de um rebanho. Além disso,
permite tracar estratégias que visem aperfeigoar programas de melhoramento genético e
multiplicagdo animal. O melhoramento das caracteristicas genotipicas e fenotipicas em
bovinos, objetivando o aumento da produtividade, ¢ de grande interesse economico, € vem
sendo alvo de grandes esforgos nos ultimos tempos. Sendo assim, a possibilidade de
estudar e selecionar animais que apresentem caracteristicas de precocidade sexual,
além de melhorar o conhecimento das bases fisiologicas da maturacdo sexual de
bovinos da raca Nelore, que apresentam a primeira ovulacdo mais tardia, trard uma
enorme contribuicdo para o desenvolvimento do sistema de criacdo de gado de corte
no pais. Conhecimentos basicos permitirdo a identificacdo de varidveis que poderdo
funcionar como marcadores fisiolégicos ou fornecerdo subsidios para a identificagcdo de
possiveis marcadores moleculares relacionados com o evento, possibilitando antecipar o

processo de selecdo para precocidade.
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A leptina atua como um sinalizador metabdlico determinando o momento da
puberdade, de acordo com a idade e condi¢do corporal do animal.

As novilhas que emprenharam primeiro (aos 16 meses) possuem maior
concentragdo de leptina plasmdtica ou um aumento anterior as novilhas nao
precoces.

A concentragdo de IGF-I atuaria como sinalizador metabolico para o inicio

da puberdade.
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3 OBJETIVOS

1.

Producdo de anticorpos contra leptina eqiiina recombinante para utilizar na

quantificac¢do da leptina plasmatica bovina.

Validar a técnica de radioimunoensaio para a realizacdo de ensaios especificos
para a leptina bovina.

Aumentar a compreensao sobre os mecanismos fisioldgicos envolvendo a leptina e
o IGF-I, além da idade e peso a primeira ovulagdo sobre a puberdade de novilhas
Nelore Precoce e Nao Precoces, considerando a prenhez aos 16 meses, ¢ Nao

Ovuladas, no intervalo dos 8 aos 16 meses de idade.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 PRECOCIDADE SEXUAL E SUA IMPORTANCIA NA PRODUCAO ANIMAL

A precocidade sexual esta ligada a eficiéncia e a lucratividade da pecuaria bovina e o
desempenho reprodutivo das novilhas depende da idade ao primeiro parto. Na pecudria, as
caracteristicas reprodutivas tém um impacto economico cerca de dez vezes maior do que as
caracteristicas associadas ao crescimento (HILL, 1998). Novilhas que parem mais cedo tém
maior vida reprodutiva que as tardias, por produzir mais bezerros (MARTIN et al., 1992).
Rebanhos com elevado percentual de precocidade sexual e fertilidade possuem maior
disponibilidade de animais, tanto para venda como sele¢do, permitindo maior intensidade
seletiva e conseqlientemente, progressos genéticos mais elevados e maior lucratividade

(BERGMANN, 1998).

Entre as vantagens na antecipag¢do do primeiro parto estdo o menor tempo para obter
retorno do investimento, aumento da vida reprodutiva da novilha e aumento do nimero de
bezerros produzidos, assim, o desempenho reprodutivo € a caracteristica econdmica mais
importante num rebanho (PATTERSON et al., 2006). A possibilidade de antecipagdo da idade
a puberdade de trés para dois anos no gado Nelore aumentaria o retorno econémico em 16%
segundo Eler, et al. (2002). Teixeira (1997), ao simular trés sistemas de produgdo para
novilhas Nelore, verificou que a antecipagdo do primeiro parto para os 27-30 meses de idade

aumentou em 45% a receita bruta da atividade.

A redugdo da idade ao primeiro parto, tornando o zebu mais precoce reprodutivamente
¢ um dos maiores desafios da pecuaria nacional. As novilhas do rebanho brasileiro possuem
idade elevada ao primeiro parto, o que reflete em baixa lucratividade. Nos ultimos 5 anos, o
baixo indice de desfrute do rebanho brasileiro, entre 20-25%, ¢ resultado principalmente da
baixa idade ao primeiro parto, ao redor dos 30 meses, e baixa taxa de prenhez das matrizes, ao

redor de 50-60% (ANUALPEC, 2005).

A principal caracteristica indicadora da precocidade sexual dos bovinos ¢ a idade a
puberdade, e pode ser um importante referencial nos programas de melhoramento dos zebus

(MACKINNON et al., 1990; MEYER et al., 1990; BERGMANN et al., 1996), caracterizada
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pela a ovulagdo seguida de manifestagcdo de estro, o que da inicio a vida reprodutiva da fémea.
Segundo Macneil et al. (1984) a herdabilidade da idade a puberdade ¢ relativamente alta
(0,61) permitindo selegcdo através deste fenotipo. No entanto, do ponto de vista pratico, no
sistema de criacdo extensiva hé dificuldade em se caracterizar a primeira ovulacdo para que
possa ser utilizada como ferramenta para o melhoramento. A identificacdo da primeira
ovulagdo nas fémeas envolve palpagdes retais, avaliagdes ultra-sonograficas ou quantificagao
da progesterona circulante que muitas vezes impossibilitam sua aplicacdo na rotina de

propriedades rurais.

A herdabilidade da data ao primeiro parto de novilhas Nelore encontrada por Gressler
et al. (1998) foi de 0,11. A média das estimativas a herdabilidade para a antecipagao da idade
a primeira cria de fémeas Nelore expostas ao touro aos 14 meses encontrada por Pereira et al.
(2001) foi de 0,19, o que sugere a possibilidade de resposta a selegdo para esse critério. Dessa
forma, a antecipacdo da idade reprodutiva das fémeas pode ser obtida ao selecionar as
novilhas para a menor idade ao primeiro parto, uma vez que a identificagdo da idade a
puberdade apresenta dificuldades praticas para a aplicacdo em criagdes extensivas
(BERGMANN, 1993). Um fator limitante na utilizacdo da idade ao primeiro parto como
critério de selecao para precocidade sexual é o tempo demandado, de dois ou trés anos, para a
expressao desta caracteristica. A possibilidade da identificagao de varidveis fisiologicas em
novilhas pré-puberes relacionadas a fertilidade precoce permitird antecipar o processo de
selecdo das novilhas com potencial para precocidade diminuindo o intervalo entre a
observacao do evento e selecdo. Os conhecimentos poderdo ser gerados através de uma
pesquisa integrando de forma multidisciplinar a fisiologia, normalmente geradora de

conhecimentos basicos a zootecnia, com maior vocagdo tecnoldgica.

Assim, para que se possa garantir a lucratividade dos rebanhos ¢ necessario diminuir o
intervalo entre partos e elevar a taxa de prenhez. A diminui¢do da idade ao primeiro parto
aumenta a producao, antecipa a recuperagao do investimento, aumenta a vida produtiva além
de permitir a selecdo mais rapida nas fémeas por reduzir o intervalo entre geragdes
(MATTOS; ROSA, 1984).

A eficiéncia reprodutiva pode ser considerada como uma das mais importantes
caracteristicas econdmicas, merecendo aten¢ao dos criadores de gado de corte. Rebanhos
detentores de elevada precocidade sexual e fertilidade possuem maior disponibilidade de

animais, tanto para a venda como para sele¢do, permitindo maior intensidade seletiva e,

21



Revisdo de literatura

conseqiientemente, progressos genéticos mais elevados e maior lucratividade (MEACHAM;

NOTTER, 1987; FONSECA, 1991).

4.2 CONTROLE ENDOCRINO DA PUBERDADE

A entrada na puberdade ¢ caracterizada pela primeira ovulagdo (RAWLINGS et al.,
2003) acompanhada pelo desenvolvimento de um corpo liteo capaz de se manter durante um
ciclo estral completo (KINDER et al., 1987), e deve ocorrer entre 6 ¢ 24 meses de idade,
dependendo de fatores genéticos e ambientais (MORAN et al., 1989). Esse processo exige
muito gasto de energia e nutrientes, j& que precisa garantir a manutengdo e o crescimento de
um novo individuo, no caso de uma gesta¢do, além de preparar a glandula mamaria para
produzir leite, garantindo a sobrevivéncia do bezerro.

Apds o nascimento, varios mecanismos evitam a ativagdo do sistema enddcrino
reprodutivo antes do tempo, permitindo a continuidade do crescimento e desenvolvimento do
animal até que ele alcance cerca de 65-70% do peso adulto, o que representa um
desenvolvimento somatico compativel com a reprodugdo, possibilitando a partir desse
momento, o gasto energético com gestagdo, parto e lactacio (PATTERSON et al., 1992;
SEMMELMAN et al., 2001).

Bezerras de 1 a 3 meses de idade possuem o eixo hipotdlamo-hipofise-gonadas (HHG)
funcionalmente maduro (BARNES et al., 1980; NAKADA et al., 2002), sendo capazes de
desenvolver uma cascata de eventos enddcrinos que induzem ao estro. Entretanto, a alta
sensibilidade do hipotdlamo ao estradiol leva a inibi¢do da atividade reprodutiva (DAY et al.,
1987; SCHILLO 2003).

Durante a maturagao hipotalamica da novilha os tipos de receptores para estradiol no
hipotdlamo, a estrogénicos (ERa) e B estrogénicos (ERP), podem se alterar. Aparentemente o
ERa ¢ mais importante para estimular a secrecao de gonadotrofinas que o ERB. Animais que
ndo expressam o ERa sdo inférteis enquanto que a falta dos ERB tornam as fémeas sub-férteis
(COUSE; KORACH, 1999). Outra possivel explicagdo para o aumento na secre¢ao de LH
durante a maturagdo sexual na novilha seria a mudanca na quantidade de receptores de
estradiol em diferentes areas do hipotalamo (NETT et al., 2002; LOOPER et al., 2003). Foi

demonstrado na ovelha que o estradiol age no hipotalamo médio-basal estimulando a secreg¢ao
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de GnRH e na area pré-Optica medial, inibindo a secrecdo de LH (CARATY et al., 1998).
Assim, se a quantidade de receptores de estradiol aumentar no hipotdlamo médio basal e
diminuir na area pré-Optica medial, o hipotdlamo passaria a responder positivamente ao
estradiol, ao invés de negativamente. No entanto, trabalhos anteriores detectaram diminuig¢ao
do nimero de receptores para estradiol tanto no hipotdlamo anterior quanto no médio basal e
hipéfise durante a maturacao sexual na novilha (DAY et al., 1987)

Assim, o estradiol, importante fator na regulacdo do eixo HHG ¢ provavelmente o
responsavel primario pela indugdo do pico pré-ovulatorio de gonadotrofinas (NETT et al.,
2002), através do aumento na sensibilidade da hipofise anterior ao GnRH, que causa o pico
pré-ovulatorio de LH (PETERSEN et al., 2003). Portanto, baixas concentragdes de estradiol
exercem efeito de feed-back negativo na liberagdo tonica de LH (SCHILLO et al., 1992).

O estradiol influencia a atividade dos neurotransmissores e neuropeptideos que afetam
a secrecdo de GnRH no cérebro (SMITH, JENES, 2001). Esses neurotransmissores ¢
neuropeptideos tais como o neuropeptideo Y (NPY), exercem tanto acdo estimulatoria quanto
inibitoéria na regulagdo do funcionamento neuronal do GnRH pela ligagdo e ativagdo a
receptores de membrana especificos que sdo expressos nos neuronios de GnRH. Smith e Jenes
(2001) sugeriram que o estradiol comanda a secre¢do do GnRH por ligar o sinal neuronal
circadiano do nucleo supraquiasmatico aos neurotransmissores € neuropeptideos que regulam
a secre¢ao de GnRH.

Alguns trabalhos tém mostrado que uma diminuicdo nas concentragdes de
progesterona, juntamente ao aumento no estradiol, influenciam no aumento da sensibilidade
hipofisaria antes da ovulagdo mas nao existem evidéncias de que atue diretamente sobre a
hipofise, mas sim de que regule a freqiiéncia do GnRH devido mecanismos indiretos e cause
uma “up-regulation” nos receptores de GnRH (VIZCARRA et al., 1997; NETT et al., 2002).
Assim que a puberdade se aproxima, o feed-back negativo sobre a secre¢do de LH diminui e
os pulsos ou a freqiiéncia da liberagdo de LH aumenta drasticamente durante as ultimas
semanas antes da puberdade. (SCHILLO et al., 1982; DAY et al., 1984; 1987; RODRIGUES
et al., 2002) resultando no aumento das concentragdes circulantes de LH (HONAMAROOZ et
al., 1999). Esse aumento na freqiiéncia dos pulsos do LH tem sido apontado como um pré-
requisito para o inicio da puberdade em novilhas, evidente especialmente durante os primeiros
50 dias que precedem a puberdade (DAY et al., 1984; 1987; KINDER et al., 1987; MORAN
et al., 1989; EVANS et al., 1994; ANDERSON et al., 1996). Day et al. (1984) demonstraram
que o feed-back negativo do estradiol sobre a secrecdo de LH diminui a medida que a

puberdade se aproxima.
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A freqliéncia na pulsatilidade do LH pode ser melhor indicador do momento da
puberdade do que seus valores médios (DAY et al., 1984; KINDER et al., 1987) e o aumento
na freqiiéncia dos pulsos podem estimular o crescimento folicular e a sintese dos hormonios
esterdides nos ovarios. Adicionalmente, o aumento pré-pubere no LH pode resultar de uma
diminui¢ao na habilidade do estradiol em inibir a secre¢do de GnRH do hipotalamo e de uma
diminui¢do no feed-back negativo do estradiol diretamente na hipofise de maneira que a
responsividade da hipofise ao GnRH aumente durante o periodo peri-pubere. Quando o feed-
back negativo do estradiol ¢ superado pelo aumento no LH, a producdo de estradiol folicular
aumenta, o que ira ocasionar o primeiro pico pré-ovulatério de LH e conseqiientemente a

ovulagdo, podendo caracterizar a entrada na puberdade.

4.3 FATORES QUE INFLUENCIAM O INiCIO DA PUBERDADE

4.3.1 Idade

Um dos principais fatores envolvidos no inicio da puberdade ¢ a idade. As relagdes
entre idade ao primeiro parto e o inicio da ovulacdo sdo fatores que podem determinar a
precocidade sexual. A idade a puberdade para novilhas zebuinas, normalmente mais tardias,
varia em torno de 22 a 36 meses (SOUZA et al., 1995; ROMANO, 1997, RESTLE et
al.,1999) e a idade ao primeiro parto, entre 44 a 48 meses (MUKASA MUGERWA, 1989; ;
SOUZA et al., 1995; RODRIGUES et al., 2002), indicando a necessidade de maiores
informagdes sobre os mecanismos endocrinos envolvidos no inicio da puberdade dos
zebuinos (GALINA et al., 1989). Em racas taurinas, a primeira ovula¢ao ocorre entre 7 ¢ 12
meses, com primeira cobertura em torno de 15 meses e primeiro parto entre 24 ¢ 36 meses
(DOBSON; KAMONPATANA, 1986).

Embora exista a necessidade de uma idade minima para a primeira ovulacdo na
novilha, fatores genéticos e ambientais também influenciam a idade a puberdade
(PATTERSON, et al. 1992; ROCHA; LOBATO, 2002).

Em novilhas Nelore, encontramos diferentes idades a primeira concepgao, sugerindo a
possibilidade de variagdo genética entre elas quanto a apresentacdo desta caracteristica

(MILAZOTTO et al., 2002). Algumas pesquisas vém sendo feitas buscando referéncias que
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possam antecipar o processo de melhoramento genético com relacao a esse aspecto (LOBO et
al., 2001) uma vez que a diminuicdo da idade a puberdade ¢ um importante critério no
aumento da produtividade da raca, mas o tempo para observagdo do fendtipo ¢ demorado.

A primeira ovulagdo aos 15 meses foi utilizada como referéncia e considera que com o
primeiro parto ocorrendo aos dois anos de idade ao invés de trés anos, haverd um aumento de
16% no retorno econdmico do sistema de criagdo de gado de corte. Foi demonstrado
recentemente que a baixa pressdo de selecao imposta as novilhas Nelore buscando diminuir a
idade a puberdade resultou em um fenoétipo com alta variabilidade e alta herdabilidade,
permitindo que a selecdo dos animais quanto a apresentacdo deste critério possua resultados
praticos e significativos (ELER et al., 2002). Meirelles (2004), trabalhando com fémeas da
raca Nelore, obteve estimativa média de herdabilidade para a probabilidade de prenhez
precoce igual a 0,32 + 0,01 e Pereira et al. (2001) e Eler et al. (2002) consideraram que a
utiliza¢do da idade a primeira prenhez de novilhas, como critério de selecdo, tem apresentado

boas estimativas de herdabilidade.

A sele¢do direta para algumas caracteristicas pode ser feita através de variaveis
reprodutivas facilmente mensuraveis desde que possuam variabilidade e tenham correlagdo
genética com os eventos reprodutivos. A impossibilidade da identificagdo da primeira
ovulagdo torna a idade ao primeiro parto, uma variavel de facil acompanhamento, uma boa

indicativa do inicio da atividade reprodutiva das fémeas (PONZONI, 1992).

Nos sistemas de producdo de bovinos de corte, a importancia da idade das novilhas ao
primeiro parto reside na reducdo do intervalo de geragdes, na capacidade de afetar o progresso
genético do rebanho, no peso e numero de bezerros comercializaveis (ROCHA; LOBATO,
2002).

A idade ao primeiro parto pode ser considerada como caracteristica indicadora do
inicio da atividade reprodutiva das fémeas. A reducao da idade ao primeiro parto, conseqiiente
ao aumento da precocidade sexual dos animais, parece ser o maior desafio do zebu brasileiro.
Face as dificuldades operacionais para implementag¢do de programas de selecdo para a idade a
puberdade, torna-se importante a utilizagdo de caracteristicas indicadoras de precocidade
sexual, que tenham variabilidade genética adequada, que sejam de mensuragdo facil e
econdmica, ¢ que tenham correlacdo genética favoravel com idade a puberdade e outras

caracteristicas economicamente importantes (BERGMANN, 1998).
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4.3.2 Peso

Existe uma associagdo importante entre a nutricao e o sistema reprodutivo (KEISLER;
LUCY, 1996), sendo que a condi¢do nutricional inadequada durante o periodo pré-pubere
atrasa a puberdade (DAY et al.,, 1986; CHEUNG et al., 1997; GARCIA et al., 2002),
comprometendo o amadurecimento do sistema endocrino reprodutivo (DAY et al., 1986).

Sabe-se que o inicio da puberdade e a manutencdo da fungdo reprodutiva estdo
fisiologicamente ligados a nutricdo e a condig¢do corporal. Sinais metabolicos referentes a
nutricdo e a condi¢do corporal sdo recebidos e processados pelo cérebro comprometendo a
liberacdo de GnRH (EBLING et al., 1990) e dando inicio a maturagdo sexual somente quando
as reservas de energia estdo adequadas para suprir as demandas da gestacdo e lactagcdo
(WADE; SCHNEIDER, 1992). Em situacdo de restricdo alimentar, observou-se redu¢dao na
freqiiéncia de pulsos de LH, causado por fatores como insulina, IGF-I, glicose (SCHILLO
1992). Para que as novilhas possam atingir a maturacdo sexual mais cedo, necessitam de
nutricdo adequada e a restricdo alimentar pode diminuir a freqiiéncia dos pulsos de LH,
atrasando assim a entrada na puberdade, sendo que o restabelecimento do balango energético

positivo poderia estimula-la (YELICH et al., 1996; WILLIAMS, 1998).

De acordo com o NRC (1996) os valores em que as novilhas se apresentariam aptas
para atingir a puberdade seriam 55, 60 e 65% do peso adulto para as ragas Bos taurus de
dupla aptiddo, Bos taurus e Bos indicus respectivamente. Dobson; Kamonpatana, 1986
relataram peso minimo de 250 a 300 kg para o inicio da vida reprodutiva das novilhas
taurinas, para zebuinos a puberdade deve acontecer quando atingirem entre 65 ¢ 70% do peso
adulto, que corresponde ao redor de 300 a 330 kg (PATTERSON et al., 1992; CARRIJO;
DUARTE, 1999; THALLMAN et al.,1999; SEMMELMANN et al., 2001). Pesos inferiores
no inicio da estacdo de monta irdo comprometer o desempenho reprodutivo desses animais,
afetar o peso ao parto e trazer conseqiiéncias negativas ao desempenho animal na primeira
lactacdo e a fertilidade na estacdo de monta subseqiiente (WILTBANK et al., 1985).
Problemas nutricionais podem atrasar a primeira ovulacdo e melhoras na nutri¢ao
estimulariam o crescimento corporal, antecipando a maturagao sexual.

Por outro lado, como a puberdade ocorre apds a novilha atingir de 65-70% do peso
adulto (SEMMELMANN et al., 2001), existe o conceito de que animais mais pesados

necessitariam de maior energia de manutencdo e atingiriam a puberdade mais tarde que
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animais mais leves, portanto o aumento de massa pode ser uma caracteristica indesejavel para
um rebanho em reproducao (OWENS et al., 1993). Existe a recomendagdo para vacas nelore
de menor porte, que além de possuirem uma menor exigéncia nutricional entram mais cedo na
puberdade (VALE et al.,, 1998). Mercadante et al. (2003) estudando novilhas Nelore
selecionadas para alto peso corporal constataram que esses animais nao apresentaram prejuizo
no desempenho reprodutivo, recomendando esses critério de selecao para a raga.

O ganho de peso da desmama a puberdade ¢ um importante referencial. Alencar et al.
(1987) observaram que as novilhas Nelore que apresentaram maior peso aos 12 e 18 meses
possuiam menor idade ao primeiro cio. A restricdo alimentar aos 8 meses de idade aumentou
a idade e diminuiu o peso a puberdade (BERGFELD et al.,1994).

Novilhas com menor ganho de peso didrio tiveram peso similar, mas foram muito mais
tardias que suas contemporaneas com maior ganho de peso ao inicio da puberdade (SHORT;
BELOWS, 1997). Kinder et al. (1995) mantiveram novilhas de 14 meses de idade e peso
adequado em estdgio pré-pubere através da restrigdo de alimentos e induziram a ovulagdo

repentinamente e de maneira sincronizada através do aumento no consumo nutricional.

A condigdo corporal no pré-parto em novilhas primiparas influéncia a resposta na
ingestdo de nutrientes no pos-parto. Quando vacas com escore de condi¢do corporal (ECC)
igual a 6 foram alimentadas no pds-parto para ganhos de peso de 0,44 ou 0,85 kg por dia, a
percentagem de vacas em cio nos primeiros 20 dias da estacdo de monta aumentou de 40 para
85%. Entretanto quando as vacas apresentaram ECC 4, o maior ganho de peso diario somente
aumentou a porcentagem de vacas em cio de 33 para 50% (SPITZER et al., 1995).

O excesso de peso também pode ser prejudicial ao desempenho reprodutivo. Novilhas
com peso adequado antes do tempo para reprodugdo apresentam dificuldades reprodutivas, ja
que a composi¢do corpdrea, assim como a dieta, interferem no desenvolvimento pos
fertilizagao dos odcitos, comprometendo a qualidade embrionaria e a taxa de concepgdo, alem
do que a alimentacdo em excesso pode tornar os animais hiperinsulinémicos (ADAMIAK et
al., 2005).

Uma questdo interessante ¢ a de como o sistema nervoso central (SNC) reconhece que
o corpo chegou ao peso adequado para a reprodugdo. Um dos responsaveis por essa
sinalizag¢do ¢ a leptina, um hormonio produzido pelos adipocitos que estimula a secregao de
IGF-I além de aumentar a disponibilidade de glicose para o SNC (FOSTER; NAGATANI,
1999).
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4.3.3 Leptina

A leptina, o produto do gene OB, é um hormoénio produzido principalmente pelos
adipocitos (ZHANG, et al, 1994; FLIER, 1997; FRIEDMAN; HALAAS, 1998;
HOUSENKNECHT; PORTOCARRERO, 1998) que age sobre o sistema nervoso central
sinalizando sobre o estado nutricional, e assim regulando o consumo alimentar e o balango
energético (CAMPFIELD et al., 1995; FRIEDMAN; HALAAS, 1998; EHRHARDT et al.,
2000). E uma proteina de 146 aminoacidos ¢ 16 KDa com estrutura terciaria semelhante as
citocinas (ZHANG et al., 1994).

Além de ser expressa no tecido adiposo branco (CHILLIARD et al., 2001), a leptina ¢
expressa em outros tecidos, como hipotalamo (MORASH et al., 1999), hipofise (JIN et al.,
2000; YONEKURA et al., 2003), sinciciotrofoblasto (MASUZAKI et al., 1997), tecidos fetais
(EHRHARDT et al., 2002; YUEN et al., 2002), glandula mamaria (CHELIKANI et al;, 2003;
LEURY et al. 2003), epitélio gastrico (BADO et al., 1998) e musculatura esquelética (WANG
et al., 1998).

Os niveis de leptina circulantes estdo diretamente relacionados com a quantidade de
RNAm para leptina no tecido adiposo (MAFFEI et al., 1995), e sua concentragdo pode variar
de acordo com a distribui¢do de gordura, que ¢ diferente entre as ragas, o que pode refletir na
quantidade de leptina produzida (DELAVAUD et al., 2002). J4 foram relatadas diferengas nas
concentragdes de leptina entre animais de corte e leite (BLOCK et al., 2001; DELAVAUD et
al., 2002), detectando em animais com semelhante escore de condigdao corporal (ECC), em
torno de 3,5, concentragdes de leptina de 6,6 ng/ml na raga Charolesa, enquanto na
Holandesa, foi detectado o dobro, 13,7 ng/ml (DELAVAUD et al., 2002).

Em humanos e roedores os efeitos da leptina parecem ser modulados pela presenca da
leptina circulante na forma livre, mais ativa, mas co menor meia vida, ¢ na forma ligada a
uma proteina transportadora, menos ativa, mas possui meia vida maior (SINHA et al., 1996;
HILL et al.,1998). Em ruminantes, parece ndo haver tal proteina transportadora para leptina
no plasma (GARCIA et al., 2002; LEURY et al., 2003), entretanto outro estudo (CROUCH;
SMITH, 2004) sugeriu que exista uma forma soluvel do receptor para leptina presente no
plasma e que mude de acordo com o peso e o ciclo prenhez-lactagdo.

A leptina atinge o SNC possivelmente através da barreira hemato-cefélica ou através

do fluido cérebro-espinhal, entretanto ¢ improvavel que o fluido cérebro espinhal seja a
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principal fonte de leptina atuante no cérebro ja que nele a concentracao de leptina chega a ser
quase 100 vezes menor que no plasma (TARTAGLIA et al., 1995)

Receptores de leptina (Ob-R) estdo presentes em regides hipotaldmicas envolvidas na
regula¢do do comportamento alimentar, reproducao e crescimento, como o nucleo arqueado e
ventromedial (ZAMORANO et al., 1997), aonde estdo co-expressos com neuropeptideos
reguladores da expressao de leptina, tais como o NPY e proopiomelanocortina (POMC)
(ELMQUIST et al.,, 1998). Ja foram identificados receptores ERa co-localizados nos
neurdnios do Ob-R no hipotalamo de ratas (DIANO et al., 1998), sugerindo que o estrogeno
pode regular os niveis hipotalamicos do Ob-R.

Ja foram identificados receptores para leptina também nas células gonadotropicas da
hipofise anterior (JIN et al., 2000), células da granulosa, da teca, e células intersticiais do
ovario (KARLSON et al., 1997) e endométrio (KITAWAKI et al., 2000). A expressao
multifocal da leptina, assim como a densa presenga de seus receptores em todos os niveis do
eixo HHG, implica que a relacdo leptina/nutricdo regulando a reprodugdo envolveria
complexas interagdes em varios niveis, na regula¢do do eixo HHG.

Blache et al. (2000), ao analisarem a concentragdo de leptina no plasma e no fluido
cérebro-espinhal, concluiram que em ovinos a produgdo de leptina estd relacionada com a
massa de tecido adiposo e que o hormdnio atinge a circulagdo, o fluido cérebro-espinhal e
depois os sitios hipotaldmicos, aonde vai controlar o apetite e a secre¢do de GnRH. Essa
resposta parece envolver alguns nutrientes e hormdnios metabodlicos, assim como a insulina
(HOTZEL et al., 1995, MILLER et al., 1995, 1998; BOUKHLIQ; MARTIN 1997).

No SNC, a ativacao dos receptores para leptina inibe o consumo alimentar, ativa o
gasto energético e afeta alguns processos metabolicos. Deste modo, como sinal adipocitario, a
leptina participa no controle a médio/longo prazo do balanco energético (HAVEL, 2004).
Além do mais, a leptina atua diretamente sobre os tecidos periféricos, estimulando a lipolise e
inibindo a lipogénese no tecido adiposo branco, aumentando a sensibilidade a insulina e a
utilizagdo da glicose nos musculos, aumentando a oxidacdo de 4cidos graxos nos musculos,
figado e tecido adiposo branco (UNGER, 2003).

Um dos principais papéis da leptina parece ser auxiliar os animais a se adaptarem a
periodos de subnutricdo. A rapida diminuigdo na concentragdo de leptina em animais
subalimentados pode ser um sinal para estimular a re-alimentagdo e a secre¢do de
glicocorticodides, diminuicdo da atividade tireoideana, gasto de energia, sensibilidade a
insulina e sintese de proteinas além de bloquear a reproducao (AHIMA et al., 1996; GUI et
al., 2003).
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A regulacao de leptina pela nutricao ¢ mediada em parte pela insulina. A expressao de
leptina aumenta apos um pico na secre¢ao de insulina durante a alimentacao (SALADIN et
al., 1995). A insulina estimula a expressao da leptina diretamente nos adipdcitos (RENTSCH;
CHIESI, 1996) e aumenta as concentragdes de leptina quando injetada em roedores
(SALADIN et al., 1995), assim parece haver uma relagdo diretamente proporcional entre as
concentragoes desses hormonios.

Baixas concentragdes de leptina atuariam sobre o SNC de maneira a estimular o
consumo de alimentos, o armazenamento ¢ a dissipacdo de energia além de coordenar o
metabolismo durante periodos de nutricdo comprometida (FLIER, 1997; FRIEDMAN;
HALAAS, 1998; HOUSENKNECHT; PORTOCARRERO, 1998).

Alguns estudos (BARASH et al., 1996; CHEUNG et al., 1997; GARCIA et al., 2002;
WILLIAMS et al., 2002) relacionaram a concentragdo de leptina com o inicio da puberdade,
acreditando que esse hormonio seria um provavel sinal metabolico que comunicaria o estado
nutricional a reproducao. Segundo Halaas et al. (1995) a leptina ¢ sintetizada e secretada em
resposta a0 aumento do metabolismo. Assim, os efeitos da leptina sobre a reprodugdo sdo
conseqiiéncia da disponibilidade de reservas energéticas, ja que a leptina atuaria enviando
sinais a regides do cérebro sensiveis a glicose, que influenciariam a secrecdo de GnRH
(BRONSON, et al., 1991; FORS et al., 1999, 2002; AMSTALDEN et al., 2000; LIN, et al.,
2001).

A restri¢do alimentar por dois dias em novilhas, préximas ao momento da puberdade,
levou a diminuicdo da expressdo da leptina no tecido adiposo, assim como da sua
concentragdo sérica, além de reduzir o nimero de pulsos de LH (AMSTALDEN et al., 2000).
Ao correlacionarem a expressdo do RNAm para leptina no tecido adiposo e as concentragdes
séricas de leptina durante o desenvolvimento da puberdade com o peso e a gordura corporal
(GARCIA et al., 2002), verificou-se que o peso, causador da maioria das variagdes associadas
ao inicio da puberdade, se correlacionou fortemente com a concentracao circulante de leptina.

O peso do animal pode explicar uma série de variagdes associadas ao inicio da
puberdade (GARCIA et al., 2002), tendo correlagdo com a concentracdo de leptina circulante
(R=0,83; EHRHARDT et al., 2000). Concentragdes séricas de leptina aumentaram cerca de
duas semanas antes da primeira ovulacdo, que marcou o inicio da puberdade em novilhas
(DIAZ-TORGA et al., 2001; GARCIA et al., 2002). Ehrhardt et al., (2000), ao realizarem
radioimunoensaio (RIA) especifico para a quantificacdo de leptina bovina observaram

concentragdo elevada de leptina em bezerros na fase de crescimento alimentados
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adequadamente, e encontraram relagcdo positiva entre a concentracao de leptina plasmatica e a
massa gorda corporal.

A leptina pode agir de maneira direta sobre as gonadas, provocando aumento na
produgdo de esterdides sexuais, evidenciado pelo aumento do peso do tutero, em fungdo da
proliferacao das glandulas, epitélio e endométrio uterino, e de maneira indireta, através da sua
acdo sobre o eixo hipotalamo-hipofise, aonde atuaria informando sobre o estado nutricional
do animal, permitindo que o processo reprodutivo va em frente na presenca de reservas
energéticas disponiveis, caso contrario, a reproducdo ¢ bloqueada (BARASH et al., 1996). O
efeito estimulatorio da leptina sobre a secre¢do de LH em ruminantes ocorre
predominantemente em periodos de stress nutricional (AMASTALDEN et al.,, 2000;
NAGATANI, et al., 2000; HENRY et al., 2001; MACIEL et al., 2004a).

Os efeitos indiretos da leptina sobre a secre¢do de gonadotrofinas parecem ser
mediados parcialmente pelo NPY, que inibiria a secrecdo de LH (McSHANE et al., 1992;
LEBRETHON et al., 2000). O NPY, sintetizado e localizado no ntcleo arqueado e eminéncia
média, areas onde os neuronios NPY encontram os neurdnios de GnRH, ¢ considerado como
sendo mediador primdrio da ac¢do da leptina no hipotdlamo por estimular a liberagdo basal e
ciclica de GnRH e correlacionar-se com as mudancas associadas a liberacdo de LH induzida
pelo GnRH. Concentragdes circulantes de esterdides gonadais aumentam a responsividade do
GnRH hipotaldmico e do LH hipofisario ao NPY (KALRA, 1993).

A restricdo alimentar resulta na rdpida diminuicdo no LH, enquanto o NPY ¢
aumentado nas areas reprodutivas e orexigé€nicas do hipotdlamo. A subnutri¢ao cronica atrasa
o inicio da puberdade, causa estros irregulares e suprime a funcao hipotalamica-gonadal
(KALRA; KALRA, 1996).

Os efeitos estimulatdrios da leptina sobre a secre¢do de LH estdo restritos aos periodos
de estresse nutricional (AMASTALDEN et al., 2000; NAGATANI, et al., 2000; HENRY et
al., 2001; MACIEL et al., 2004a). Foi observado que o tratamento com leptina ndo afetou a
secrecdo de LH em ovelhas (HENRY et al., 1999) nem em vacas (AMSTALDEN et al., 2002)
ovariectomizadas e alimentadas adequadamente, mas preveniu claramente a reducdo na
freqliéncia de pulsos de LH em novilhas pré-puberes sob restricdo alimentar (MACIEL et al.,
2004a).

A restri¢do alimentar foi capaz de diminuir a sintese de leptina no tecido adiposo e
conseqlientemente a concentracdo na circulacdo em novilhas pré-puberes. Este efeito ocorreu

paralelamente a redug@o na concentracdo de IGF-I circulante (fator de crescimento primario
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envolvido no desenvolvimento somatico), e a diminuicao na freqiiéncia de LH (FOSTER, et
al., 1985; AMSTALDEN et al., 2000; HENRY et al., 2000; MORRISON et al., 2001).

Em camundongos (CHEHAB et al., 1997) e ratos (CHEUNG et al., 1997)
geneticamente normais a administragdo de leptina antecipou o inicio da puberdade. Também
em camundongos (MIZUNO et al., 1996) e ratos (LI et al., 1998) a sintese e secre¢do de
leptina foram fortemente responsivas as mudancas no estado nutricional. Delavaud et al.
(2000) detectaram redugdes significativas na concentracdo de leptina circulante em novilhas
submetidas a jejum por 48 horas. Em mulheres, a secre¢do de leptina parece ser episodica e
sincronizada com a liberagao pulsatil do LH (LICINIO et al., 1998).

Enquanto trabalhos anteriores acreditavam que a leptina seria a responsavel pela
entrada na puberdade em roedores (AHIMA et al., 1997, CHEHAB et al., 1997), atualmente
ndo existem evidéncias que suportem essa hipotese em novilhas, j4 que nem o tratamento
cronico de novilhas normalmente alimentadas (MACIEL et al., 2004b) nem o tratamento
agudo de novilhas, ou crescendo normalmente, ou com restri¢ao no crescimento (ZIEBA et a.,
2004) foram capazes de acelerar o desenvolvimento de um modelo sexualmente maduro de
secrecao de gonadotrofinas.

Trabalhos recentes evidenciaram que a leptina ndo é o fator desencadeante da
puberdade e sim um fator passivo, que permite a ocorréncia da puberdade quando a maturacao
sexual ¢ atingida, servindo como um sinalizador metabdlico que pode regular a secrecdo de
gonadotrofinas em resposta tanto a cronica quanto a aguda restricdo energética (ZIEBA et al.,
2004).

Assim, tanto a maturacdo sexual quanto o status nutricional sdo importantes na
determinagdo de como a leptina afeta o eixo hipotdlamo-hipofise em ruminantes

(AMSTALDEN et al., 2002, 2003; ZIEBA et al., 2003).

4.3.4 Fator de crescimento semelhante insulina tipo I (IGF-I)

Nos mamiferos, a entrada na puberdade depende de uma série de eventos complexos
que ocorrem no SNC. Sabe-se que o inicio e o progresso da puberdade pode ser influenciado
por sinais metabdlicos, como o IGF-I, uma molécula bioativa cujos niveis circulantes
aumentam durante a puberdade (ROBERTS et al., 1990; HINEY et al., 1991; JONES et al.,
1991; CLEMMONS, 1997) e que podem influenciar fatores hipotalamicos, hipofisarios e
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gonadais, envolvidos na maturacao sexual (KANEMATSU et al., 1991; PONS; TORRES-
ALEMAN, 1993).

O IGF-I pode regular o eixo HHG por meio de suas agdes na hipofise (KANEMATSU
et al, 1991; HINEY et al., 2004) através de seus efeitos sobre os gonadotrofos hipofisarios.
(ADAM et al., 1998; HINEY et al., 2004), via a¢gdes endocrinas, transportadas do cérebro via
circulacao porta-capilar, ou via circulacao geral apos ser liberada pelo figado (LACKEY et
al., 1999). Relagdes entre IGF-I e fungdo ovariana (SPICER; ECHTEMKAMP, 1995;
CAMPBELL, 1999) e entre GH e IGF-I foram documentadas em ovelhas (THOMAS et al.,
2000) sendo considerados fatores de grande importincia na precocidade sexual desses
animais. Foi relatada a presenca de IGF-I e de seus receptores no ovario, onde constituem
parte do sistema de sinalizagdo e regulagdo intra-ovariana (ADASHI et al., 1985). Estudos in
vitro demonstraram que o IGF-I aumentaria o estimulo das células da granulosa e atuaria
juntamente a0 FSH no estimulo da secre¢do de progesterona pelas células da granulosa
cultivadas (ADASHI et al., 1986). Entretanto, esterdides sexuais sao os principais reguladores
da produgao local do IGF-I no sistema reprodutivo.

O IGF-I pode ser um dos sinais que ligariam o desenvolvimento do eixo
somatotrdpico a ativagdo do sistema GnRH/LH durante a puberdade das fémeas (HINEY et
al., 1991, 1996), sendo que seus efeitos seriam modulados por niveis de esterdides gonadais
(DUENAS et al., 1996), exercendo acdo bifasica na liberagdo de gonadotrofinas.
Reciprocamente, o IGF-I regula a expressdo e funcdo de receptores estrogénicos. Tal
interagdo quer aditiva, quer sinérgica, entre IGF-I e estrogenos € vista a nivel hipotalamico
(PONS; TORRES-ALEMAN, 1993). Aumentos dose-dependente no IGF-I foram observados
em animais ovariectomizados, tratados com estradiol, enquanto a progesterona inibiu o efeito
estimulatorio do estradiol. (PONS; TORRES-ALEMAN, 1993). Além do mais, como
mostrado por Duenas et al. (1996), a coativagdo do receptor da IGF-I e do receptor do
estradiol € necessaria para os efeitos do IGF-I e do estradiol no hipotalamo.

O aumento no IGF-I plasmatico no momento de elevada atividade hipotalamica-
hipofisaria-gonadal, particularmente no dia do primeiro pro-estro, sugere que o IGF-I
contribuiu para o processo puberal (HINEY .et al., 1996).

Elevados niveis de IGF-I foram encontrados na eminéncia média onde o GnRH ¢
liberado (HINEY et al., 1991), modulando tanto a expressdao quanto a liberacio do GnRH
(ANDERSON et al., 1999).

Alguns estudos in vitro demonstraram que o IGF-I induziu a um aumento na liberagao

do LH estimulado pelo GnRH em culturas de células hipofisarias (KANEMATSU et al.,
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1991; SOLDANI et al., 1995). O IGF-I ¢ expresso no nucleo arqueado € na eminéncia media,
areas onde os neuroterminais do GnRH atravessam para regular a secrecao de gonadotrofinas
hipofisarias (LESNIAK et al., 1988), sendo provavel que esta regido seja o local de agdo
primario para o IGF-I periférico ativar a secrecdo de GnRH/LH na puberdade. Foi observado
aumento na secre¢do de LH com conseqiiente antecipagdo no inicio da puberdade em ratas
pré-puberes que receberam infusao de IGF-I no terceiro ventriculo (HINEY et al., 1996).

Foi testada a hipdotese de que hormonios metabdlicos, assim como sinais nutricionais,
teriam efeitos diretos sobre os ovarios, baseado no principio de que a concentragdo dos
hormdnios metabolicos, como o IGF-I, estariam associadas com altera¢des induzidas por
alteragdo no balango energético e protéico (PELL; BATES, 1990). Hormonios metabdlicos
atuando sozinhos ou juntamente com gonadotrofinas afetariam diretamente os foliculos
ovarianos de roedores in vitro (HSUEH et al., 1984).

Condigdes metabodlicas desfavoraveis podem diminuir a concentragdo de IGF-I e a
secrecao de LH e assim, contribuir para o atraso na puberdade (GLASS et al., 1976; MERRY;
HOLEHAN, 1979; BRONSON, 1986; RICHARDS et al.,1991; SRIVASTAVA et al., 1995).
O fato do IGF-I agir diretamente no hipotdlamo de animais imaturos afetando a atividade do
GnRH foi inicialmente mostrada em trabalhos in vitro nos quais o IGF-I estimulou a liberagao
de GnRH da eminéncia média em ratos (HINEY et al., 1991), uma das regides do cérebro
com a maior concentragdo de receptores para IGF-I (IGF-IR) (AGUADO et al., 1989;
BOHANNON et al.,, 1986; LESNIAK et al.,, 1988; WERTHER et al., 1989). Outros
experimentos in vitro, utilizando explantes de hipotdlamo demonstraram que o IGF-I também
pode ter efeitos inibitorios sobre 0o GnRH (BOURGUIGNON et al., 1993).

A concentragdo de IGF-I aumentou na circulagdo periférica de novilhas proximo a
puberdade quando submetidas ao ganho de 1,36 kg/dia em comparacdo aquelas alimentadas
para ganhar 0,23kg/dia, que tiveram menores concentragdes séricas de IGF-I e atrasaram a
entrada na puberdade (YELICH et al., 1996). Schoppee et al. (1996) também encontraram
aumento na concentragdo de IGF-I plasmatico em novilhas peri-puberes alimentadas
adequadamente, explicando a maior incidéncia de ciclos estrais nesses animais.

Concentragdes circulantes de IGF-I e de insulina diminuiram consideravelmente em
ovelhas e vacas durante a restrigdo alimentar (AMSTALDEN et al., 2000; SPICER et al.,
1992). Apesar da leptina aparentemente ndo exercer efeito sobre as concentracdes circulantes
de IGF-I no gado (AMSTALDEN et al., 2002; 2003; MACIEL et al., 2004a), tanto as
infusdes de leptina intra-cérebro ventricular (AMSTALDEN et al.,, 2002) quanto as

periféricas (ZIEBA et al.,, 2003) estimularam o aumento na concentracdo de insulina
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circulante, e esses efeitos se mostraram dose-dependentes (ZIEBA et al., 2003). A presenca de
receptores para leptina nas ilhotas pancreaticas (EMILSSON et al., 1997) indica que a leptina
pode regular diretamente a secrecdo de insulina. Em vacas, um aumento nas concentragdes
circulantes de leptina age como um sinal para normalizar a secrecdo de insulina pancreatica
apos a restri¢ao nutricional.

Em situacOoes de restricdo alimentar verifica-se aumento no NPY, ¢ a sua
administracdo de forma cronica inibe a maturacdo sexual e diminui o peso ovariano e
responsividade a gonadotrofinas. Sob essa condi¢do, o NPY também inibe potencialmente a
produgdo de GH e IGF-I (KALRA; KALRA, 1996). No entanto, a leptina parece ser capaz de
restabelecer a secrecdo de LH e suprimir a expressao de NPY em resposta ao jejum (AHIMA
et al., 1996).

O figado produz IGF-I em resposta ao estimulo do GH, e em situagdes de restri¢cao
alimentar, foi observada diminui¢do nas concentra¢des circulantes de IGF-I, mesmo com
elevadas concentracdes de GH. Esta falha na resposta hepatica ¢ causada pela reducao na
concentragdo de insulina, que leva a uma diminuicao na concentragdo de IGF-I (THISSEN et
al., 1994). Apds restabelecer a alimentagdo adequada, a produciao de IGF-I aumenta devido ao
aumento na sensibilidade do receptor de GH em resposta a agdo do aumento da insulina (PAO
et al., 1993), ja que IGF-I e insulina estdo fisiologicamente unidas e ambos aumentam de
acordo com o aumento da condi¢do corporal e peso do animal. O controle individual de cada
hormdnio pode variar de acordo com o status metabolico e a direcdo das mudangas no peso.
Por fim, quando os animais estdo ganhando peso, uma correlagio positiva entre concentragdes
circulantes de leptina e IGF-I, e de leptina e insulina foi encontrada. Assim, insulina, IGF-I e

leptina estao positivamente associados com peso corporal e ECC.

44 RADIOIMUNOENSAIO PARA A QUANTIFICACAO DOS HORMONIOS
METABOLICOS

Dentre os numerosos bio-ensaios quantitativos existentes, o radioimunoensaio (RIA) ¢
talvez o mais bem estabelecido. Em 1960, Yalow e Berson desenvolveram um ensaio para
detectar e quantificar a insulina no soro de pacientes utilizando anticorpos anti-insulina,

baseando-se numa nova técnica de ensaios de ligagdo por competi¢do, que foi a partir de
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entdo utilizado para medir niveis criticos de hormoénios circulantes (YALOW; BERSON,
1960).

A base do RIA ¢ a inibicdo competitiva da ligagdo ao anticorpo do hormoénio marcado
pelo hormdnio ndo marcado, contido em padrdoes ou em amostras desconhecidas, e constitui
um método bastante sensivel para a andlise quantitativa das reagdes antigeno-anticorpo, com
um limiar de deteccdo na ordem de picogramas. A técnica baseia-se na premissa de que
pequenas concentragdes do antigeno (hormonio) podem ser detectadas de acordo com a
capacidade do anticorpo especifico em se ligar a ele. A adicdo de hormonio marcado com
isotopo radioativo ird competir em igualdade de condigdes com o hormdnio da amostra pelo
mesmo anticorpo especifico (YALOW, 1988; HOCKFIELD et al., 1993).

A medida da liga¢do do antigeno marcado com o anticorpo ¢ feita através da contagem
das emissdes radioativas por minuto (CPM - contagens por minuto). Apds a contagem,
desenha-se uma curva-padrdo que expressa a relagdo entre a porcentagem de ligacdo do
hormoénio com o anticorpo especifico e a sua concentracdo, em ng/ml A curva-padrao,
elemento crucial no RIA, ¢ confeccionada com quantidades conhecidas de hormoénio nao
marcado para inibir a ligacdo do horménio marcado ao anticorpo (MOUDGAL; MADHWA
RAJ, 1974). A concentragdo do hormonio de interesse na amostra ¢ determinada através da
comparagao entre a quantidade de hormonio marcado deslocado pelo hormdnio ndo marcado
da amostra com o deslocamento observado nas amostras da curva (HOCKFIELD et al., 1993).

Diante da possibilidade de variagdo, os ensaios devem ser acompanhados de pontos
controle, que sdo repetidos em todos os ensaios, para o controle do coeficiente de variagao
intra e inter-ensaio (YALOW, 1988).

Os valores de referéncia avaliados nos ensaios sdo: contagem total (TC) que consiste
no valor total de CPM do hormonio marcado com radioativo; ligacdo ndo especifica (NSB) e

a ligacdo méaxima (MB) entre o antigeno marcado e o anticorpo.

4.4.1 Marcaciao do Hormonio com Isétopo Radioativo do Todo'® - Iodaciao

A . 125
Quase todos os hormoénios protéicos podem ser marcados com o I

, 1s6topo
radioativo do Iodo que possui meia vida de 60 dias e emite radiacdo gama de 35 KeV. Os
hormdénios ndo possuem lodo em sua molécula, mas podem passar a ter sem que haja

alteracdo de suas propriedades quimicas e principalmente imunologicas. A ioda¢do com o I'*
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se faz na razdo de 1 4tomo por molécula, procurando sempre obter horménios com alta
atividade especifica, dada a pequena quantidade de hormonios existentes nos fluidos
bioldgicos, € a0 mesmo tempo procurando evitar a lesdo radioquimica, isto ¢, danos causados
as moléculas hormonais pelos efeitos das radia¢des ionizantes as ligacdes moleculares. A
iodagdo se faz por substitui¢do do atomo de hidrogénio do anel fendlico da tirosina por um
atomo de 1odo oxidado, através da ativagao da posicao ortho do anel aromatico da tirosina em
fungdo do ataque eletrofilico do grupo hidroxila vizinho. O ion Iodo (I") atua como agente
eletrofilico, adquirindo assim propriedade de marcador radioativo (SALACINSKI et al.,
1981; FERREIRA, 1983).

Um estudo indica que o método Tetracloro (Iodogen®) apresenta grande incorporago
ao iodo podendo ser utilizado para uma grande variedade de proteinas e produzindo um

marcador estavel por até 3 meses (SALACINSKI et al., 1981).

4.4.2. Producao de anticorpos

O radioimunoensaio utiliza anticorpos como proteina de ligacdo para o hormonio a ser
quantificado. Para que possa ser utilizado no ensaio hormonal, tal anticorpo deve ser
especifico, sensivel e com titulagdo suficiente para a realizagdo dos ensaios propostos
(GOLDSMITH, 1975).

A produgdo de anticorpos em laboratorio requer tanto facilidade na manipulagdo do
animal escolhido para o desenvolvimento do protocolo de inoculacdo, quanto tempo para o
desenvolvimento do protocolo. Resultados satisfatorios t€ém sido obtidos com a utilizagdo de
coelhos, j& que esses animais tém tamanho suficiente para suportar as colheitas freqiientes de
sangue e para serem manuseados com facilidade (MOUDGAL; MADHWA RAJ, 1974;
GOLDSMITH, 1975).

As técnicas de producdo de anticorpos sdo empiricas. As imunizagdes sdo efetuadas
com moderadas quantidades de proteina, o que permitiria que somente células imunogénicas
de alta afinidade fossem estimuladas, produzindo anticorpos com alta afinidade (PARKER,
1971). O antigeno ¢ emulsionado ao adjuvante de Freund, uma solugdo antigena emulsificada
em Oleo mineral, cuja forma completa ¢ feita de micobactérias neutralizadas dessecadas,
usualmente M. tuberculosis, suspensa na fase oOleo, eficaz na estimulagdo da imunidade

mediada por células (imunidade celular) e capaz de potencializar a producdo de
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imunoglobinas em alguns animais. A forma incompleta do adjuvante ndo contém
micobactérias (PARKER, 1971).

Os protocolos de imunizagdo sdo variaveis, diferindo entre eles na dose total do
horménio administrado, via de administracdo e na duracdo das imunizacdes. Geralmente ¢
utilizado o hormoénio diluido em solugdo salina, emulsionado com adjuvante de Freund e
injetado em doses iguais e em diferentes locais de aplicacdo. As imunizagdes sao repetidas
com intervalos de 2 semanas por 3 aplicagdes e depois a realizacdo de reforcos com maior
intervalo entre as aplicacdes. As colheitas de sangue sdo iniciadas 2-3 semanas apos a
primeira imunizagdo. (MOUDGAL; MADHWA RAJ, 1974; GOLDSMITH, 1975). Entre 53
e 107 dias apds o inicio do protocolo, pode-se encontrar picos na titulagdo dos anticorpos
produzidos (VAITUKAITIS et al., 1971).

A escolha da dose do antigeno inoculado leva em consideragao 2 importantes critérios:
a quantidade 6tima para se obter a resposta mais intensa e a dose minima provavel para
induzir a producdo de anticorpo policlonal. A quantidade minima de antigeno capaz de
induzir a resposta imune ird depender da natureza do antigeno e do animal inoculado. Em
coelhos, a dose mais utilizada por inoculacdo ¢ de 100 pg por animal. As doses de refor¢o
podem seguir a mesma dose da inoculacdo primdria, diferindo apenas na utilizagdo do
Adjuvante de Freund, completo na prima inoculagdo e incompleto nas demais (HARLOW;
LANE, 1988)

A dilui¢do do anticorpo, ou titulo, depende da afinidade desse anticorpo pelo antigeno.
Fatores como o tipo de solu¢do tampdo de ensaio, a atividade especifica do marcador
radioativo, a duracdo dos periodos de incubacdo e a temperatura de incubacao podem também
afetar o titulo. Conseqiientemente, a titulagdo apropriada de cada ensaio deve ser determinada
empiricamente. Para tal, dilui¢des seriadas do anticorpo devem ser preparadas e testadas,

construindo uma curva de titulagado (FERREIRA, 1983; HOCKFIELD et al., 1993).

4.4.3. Validaciao do RIA

Para que um sistema de quantificagdo hormonal seja valido sdo necessarios controles
rigorosos. Alguns critérios, como a especificidade, acuracia, sensibilidade e precisao devem
ser analisados para que se valide um ensaio (FERREIRA, 1983) e depois de estabelecidos

esses parametros, deve-se realizar testes de paralelismo, de estabilidade, de efeito matriz e de
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recuperagdo para completar a validagdo. Além disso, as amostras devem ser sempre
analisadas em duplicata. O ensaio deve ser padronizado quanto ao volume dos reagentes
utilizados, quantidade de antigeno marcado com radioativo, tempo e temperatura dos periodos
de incubacdo. Todos os ensaios devem incluir uma curva padrdo e controles. Os controles
devem ser incluidos no inicio, meio e fim de todos os ensaios, de maneira a detectar variagdes
relacionadas as amostras envolvidas (PARKER, 1981).

Especificidade ¢ a propriedade de um anticorpo se ligar apenas a um determinado
antigeno (hormdnio), marcado ou ndo marcado. As vezes, o anticorpo se liga apenas ao
horménio de uma determinada espécie animal, sendo incapaz de reagir com o mesmo
hormonio de outras espécies, podendo ser considerado espécie-especifico. A especificidade
constitui um controle que ¢ conseguido em alto grau pelo proprio sistema de utilizacdo de
anticorpos. (FERREIRA, 1983; HOCKFIELD et al., 1993).

Um método bastante utilizado para a verificagdo da especificidade ¢é o teste de
paralelismo. Nesse teste, diluigdes seriadas dos controles devem se ligar ao anticorpo de
maneira paralela a ligacdo das amostras da curva ao anticorpo. Se um RIA ¢ especifico,
dilui¢des seriadas do plasma contendo o antigeno a ser dosado devem inibir a ligacdo do
antigeno marcado ao anticorpo de maneira paralela a inibi¢do da ligacdo observada na curva
pelos padrdes. Entretanto se as curvas nao sao paralelas, o uso do anticorpo sera propenso a
interferéncias de outros componentes nao identificados (HOCKFIELD et al., 1993)

Outro parametro que também pode ser avaliado com o teste de paralelismo ¢ a
sensibilidade, que se trata da menor concentracio que o ensaio consegue detectar
(FERREIRA, 1983).

Algumas moléculas existentes no plasma podem causar interferéncia nos resultados do
ensaio, por levarem a degradagdo antigénica, alteracdes na ligacdo ndo especifica, reagdes
cruzadas e comprometimento na separacdo do antigeno livre do antigeno ligado. Essas
moléculas (como debris celulares, por exemplo) podem causar alteracdes de pH, afetando a
ligacdo do antigeno ao anticorpo (PARKER, 1981). Os agentes que causariam a interferéncia
inespecifica podem estar presentes nas solu¢des tampdo, no marcador, no anticorpo, ou
mesmo na propria amostra (HOCKFIELD et al., 1993). Assim, ndo se pode inferir que
resultados obtidos em ensaios desenvolvidos com solugdo tampao irdo apresentar resultados
validos em amostras biologicas como plasma ou soro (PARKER, 1976).

A Precisdo de um ensaio, avaliada pela medida dos coeficientes de variacdo intra e
inter-ensaio, determina a sua qualidade. O coeficiente intra-ensaio ¢ obtido pelo calculo do

coeficiente de variacao das duplicatas tanto dos controles estabelecidos no ensaio quanto de
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todas as amostras contidas dentro de um ensaio. O coeficiente inter-ensaio ¢ expresso como o
coeficiente de variagdo das duplicatas dos controles. E a medida de reprodutibilidade dos
resultados das mesmas amostras em diferentes ensaios. Esse valor consiste em um controle de
qualidade de grande importancia e que deve ser sempre conferido (FERREIRA, 1983;
HOCKFIELD et al., 1993).

A validagdo de um ensaio ¢ muitas vezes negligenciada Normalmente, modificagdes
dos protocolos sdo suficientes, em outros casos, mudangas mais radicais, como a adequagao
de algum reagente. A validagcdo requer tempo ja que € necessario colher e comparar um
grande numero de amostras para se chegar a conclusdes validas. Isto é, entretanto, imperativo

para a correta validacao de um RIA (FERREIRA, 1983; HOCKFIELD et al., 1993).

4.4.4 Ria para leptina

Atualmente, um kit multi-espécie para quantificacdo de leptina estd disponivel
comercialmente, no entanto, os resultados para a espécie bovina sdo questionaveis devido a
baixa especificidade do anticorpo. De acordo com Ehrhardt et al. (2000), a aplicagao do kit de
RIA multi-especifico para ovinos e bovinos resultam em valores baixos e ndo responsivos em
situagdoes de alteragdo nutricional ¢ obesidade. Assim, buscando uma técnica eficiente e
confiavel para a quantificagdo da leptina, ensaios para a quantificagdo de leptina bovina e
ovina véem sendo desenvolvidos (BLANCHE et al., 2000; DELAVAUD et al., 2000;
EHRHARDT et al.,2000; KAUTER et al., 2000).
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5 INTRODUCAO

A descoberta da leptina (ZHANG et al., 1994) trouxe mudangas nos campos da
endocrinologia, nutri¢ao e metabolismo. Esta proteina, de 16 kDa, produzida pelos adipdcitos
age como sinalizador metabolico sobre as reservas corporais para o sistema nervoso central
(CAMPFIELD et al., 1995; FRIEDMAN; HALAAS, 1998; EHRHARDT et al., 2000). Para
melhor compreender o papel fisiologico da leptina, a quantificacdo precisa e sensivel de sua
concentragdo nos fluidos corporais, como soro e plasma, se fez necessaria. Varios
pesquisadores desenvolveram radioimunoensaios utilizando anticorpos policlonais contra
leptina recombinante humana (MA et al., 1996), bovina (BLACHE et al., 2000; EHRHARDT
et al., 2000; KAUTER et al., 2000) ¢ ovina (DELAVAUD et al., 2002; SAUERWEIN et al.,
2004). No entanto, como a disponibilidade do anticorpo especifico para a leptina bovina ¢
limitada, houve a necessidade de produzi-lo. Assim, o objetivo deste experimento foi a
validagdao de um radioimunoensaio especifico para a leptina bovina, utilizando o anticorpo

anti-leptina eqiiina produzido através de protocolo de inoculagdo de leptina em coelhos.
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6 MATERIAL E METODOS

Para a valida¢do do ensaio, inicialmente foi produzido o anticorpo especifico, através
da inoculagdo em coelhos de leptina recombinante eqiiina (-eLEP). Na seqiiéncia, os
procedimentos para a elaboragao do RIA, como iodacao e a confecg¢ao da curva padrao foram

testados e depois realizados .

6.1 PRODUCAO DE ANTICORPO ANTI-LEPTINA EQUINA

Em fun¢do do alto custo da leptina recombinante bovina (r-bLEP; DSL R01708),
conseqiiéncia de um acordo comercial vigente na época da realizacdo do experimento, foi
utilizada para a producdo de anticorpos a r-eLEP proveniente do Protein Laboratories
Rehovot Ltd (PLR; GERTLER et al., 1998). De acordo com o fabricante a r-eLEP apresenta
grande homologia com a r-bLEP, o que possibilitou utilizd-la na producdao dos anticorpos

contra a leptina bovina.

6.1.1 Diluicao da leptina recombinante

A r-eLEP foi diluida a 1pg/5ul e a -bLEP, a 0,5 pg/ul, ambas em agua destilada e

depois armazenadas como solu¢do estoque em freezer a -80° C.

6.1.2. Inoculacio da leptina eqilina em coelho

O protocolo de inoculagdo da r-eLEP em coelho para a producdo de anticorpo
policlonal foi desenvolvido utilizando informacdes contidas na literatura (GERTLER et al.,
1998; EHRHARDT et al.,, 2000; DELAVAUD et al.,, 2000, TAKAHASHI et al., 2004;
SAUERWEIN et al., 2004), conforme figura 1.
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] ) ~ ] 42 inoculagdo (AFI)
12 inoculagéo (AFC) @ 2% inoculagao (AF) m 32 inoculaggo (AFI) Coleta de sangue
ﬂ% dias
w 7% inoculagao (AFI) M 6° inoculacao (AFI) M 57 inoculagao (AFI)
6000 Coleta de sangue Coleta de sangue Coleta de sangue

Figura 1 - Esquema de inoculagdes em coelho para a produgdo de anticorpos policlonais contra

leptina eqiiina. AFC: Adjuvante de Freund Completo; AFI: Adjuvante de Freund

Incompleto

Foi usado um coelho macho da raca Nova Zelandia, inicialmente com cerca de 8
meses de idade, pesando aproximadamente 3,5 kg, mantido no Laboratério de
Experimentacdo Animal do Curso de Medicina Veterinaria da UNESP de Aragatuba, em
ambiente de iluminacdo (12 h de luz e 12 h de escuro) e temperatura (25°C) controlados, e
alimentados com racdo e dgua a vontade.

Para a inoculacao primaria foram utilizadas 100pug de r-eLEP diluida a 1ug/5ul e
emulsionada com igual volume de Adjuvante de Freund Completo' (Sigma®, cod. F-5881)
por animal. A partir da segunda inoculacdo, utilizou-se a mesma concentracdo de r-eLEP,
emulsionada com Adjuvante de Freund Incompleto (Sigma®, c6d. F-5506). Todas as
inoculacdes foram feitas por via subcutanea e em diferentes locais de aplicagdo. A segunda e
a terceira inoculagdes ocorreram com intervalos de 15 dias e a partir da quarta inoculagao, o
intervalo foi de 30 dias. A partir da quarta inoculacdo iniciou-se a coleta de sangue da veia
auricular do coelho, para a verificacdo da resposta ao antigeno através de testes de ligacao,

por radioimunoensaio (RIA).

6.2 IODACAO DA LEPTINA EQUINA

Em funcdo da provéavel homologia com a r-bLEP, a r-eLEP foi utilizada para a

125 (1125

marcagdo com o radioisétopo lodo ) no processo chamado de iodagdo. Através da

. ~ 125 - \ o . - .
iodagdo, o I'* liga-se & r-eLEP, utilizada a partir de entio como marcador do ensaio.

: Adjuvante de Freund: solugdo antigena emulsificada em 6leo mineral. A forma completa contém

micobactérias, usualmente M. tuberculosis, suspensas na fase 6leo e a forma incompleta ndo contém
micobactérias.
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Tal processo, desenvolvido de acordo com o método Iodogen® (1,3,4,6-tetracloro 3a,
6a-diphenilglicuril-Sigma Company®), descrito por Salacinski et al. (1981), foi realizado no
laboratorio de Endocrinologia do Curso de Medicina Veterinaria da UNESP de Aragatuba.

A reagdo ocorreu em um frasco de Iodogen® previamente preparado, onde o tetracloro
foi pesado e dissolvido em cloroférmio na concentragdo de 100 pg/ml. Cinqiienta pl dessa
solucdo foram transferidos para frascos de 6x50mm, que permaneceram em capela de
exaustdo por 16 horas até secagem completa do contetido. Apds a evaporacao do cloroférmio,
os frascos foram envolvidos em filme pléastico e armazenados a 4°C em dessecador,
protegidos da luz, até a utilizagao.

A iodagdo, realizada em capela de exaustdo com anteparo acrilico impregnado de
chumbo, iniciou quando se transferiu para o frasco do Iodogen®™, com seringa de precisdo
Hami1t0n®, 4a10pl (0,4 a1,0mCi)de ['» (Amersham, IMS300) e 10 pg de leptina, e durou
90 segundos.

Apds o fim da reagdo, utilizando uma céanula de polipropileno conectada a uma agulha
e seringa de 1 ml, transferiu-se o conteudo do frasco para o topo de uma coluna de Sephadex”
G-25M (Amershan Biosciences, cod. 17-0851-01) previamente lavada com 3 ml de tampao
fosfato® (PB) 0,05 M (tampao fosfato 1M; dgua destilada), 1 ml de PB acrescido de albumina
sérica bovina (PB-BSA) a 1%, 2 ml de PB 0,05 M e por ultimo 2 ml de PB 0,01 M. O
material separado pela coluna foi coletado em dezesseis tubos de vidro de borosilicato (Fisher
14-961-26) numerados e contendo 0,5 ml de solucao tampao de incubacao (KH,PO 0,01 M,
Na,HPO4 0,01 M, NaCl, Gelatina 1%, NaNj3, Tween 20). Os tubos contendo o material
eluido® foram homogeneizados em agitador Kline (Cientec™) por 5 minutos e 5 pl de cada um
dos tubos foi contado em contador Gama Cobra II (Packard®). Os tubos contendo material
com maior radioatividade (picos organicos) foram identificados e separados para a utilizagao
nos ensaios, os demais foram descartados conforme normas do CNEM para descarte de

rejeitos radioativos.

? Na lavagem da coluna, utilizamos tampio fosfato sem NaCl (PB)
3 Eluigdo: Dessor¢do provocada por um fluxo de liquido ou de gas através de um absorvente. (Dicionario
Michaelis, disponivel no site michaelis.uol.com.br/)
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6.3 TESTES DE LIGACAO

Foram comparados o anticorpo produzido contra r-eLEP e o anticorpo anti r-bLEP
fornecido pelo INRA (DELAVAUD et al., 2000), buscando definir qual a diluigdo em que o
anticorpo especifico se ligou a r-eLEP iodada originando porcentagem de ligagdo maxima
(MB) entre 20 a 30%. Para isso, utilizou-se somente os tubos TC (contagem total), NSB
(ligacdo ndo especifica) e MB. Aos tubos NSB foram adicionados 300 pl de tampao de
incubagao (KH,PO 0,01 M, Na,HPO4 0,01 M, NaCl, Gelatina 1%, NaN3, Tween 20) ¢ 100 pl
de soro normal de coelho 1:300 (soro de coelho diluido em PBS EDTA 0,05M), aos tubos
MB foram adicionados 300 ul de tampao de incubacdo e 100 ul de soro do coelho que foi
inoculado diluido (1:10; 1:50; 1:100, 1:300; 1:500; 1:750 e 1:1000) e a todos os tubos, 100 pl
de r-eLEP iodada. Apds incubar por 24 horas a 4°C, foi adicionado 100 pl de anticorpo
inespecifico 1:30 (anti gamaglobulina de coelho diluida em PBS EDTA 0,01M) e polietileno
glicol (PEG) 6%, permanecendo por mais 3 horas a temperatura ambiente, sendo entdo
centrifugado a 4°C e a radioatividade remanescente lida em contador gama (Cobra II —
Packard™) por 1 min/tubo.

Os testes de ligacao foram realizados também para a determinacao dos volumes dos
reagentes, da atividade do hormonio marcado e dos periodos de incubagdo utilizados para o
ensaio.

Para a interpretacdo dos resultados, obtidos em CPM, que consiste na contagem da
radiacdo emitida por minuto durante a leitura dos tubos, foi calculada a porcentagem de
ligagdo, onde o valor em CPM da NSB foi subtraido do valor em CPM da MB e o resultado
dividido pelo valor em CPM do TC e entdo multiplicado por 100 [(MB — NSB/TC)*100].

6.4 DILUICAO DA CURVA PADRAO DE r-bLEP E r-eLEP

Foram preparadas curvas-padrdo tanto com r-eLEP quanto com r-bLEP, a partir de
diluigdes seriadas da solucdo estoque para a obtencdo dos pontos com as seguintes
concentragdes: 0,125 ng/ml; 0,25 ng/ml; 0,5 ng/ml; 1,0 ng/ml; 2,0 ng/ml; 4,0 ng/ml; 8,0 ng/ml
e 10 ng/ml. As curvas confeccionadas com r-bLEP e r-eLEP foram comparadas

posteriormente em testes de ligacao.
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6.5 TESTES DE VALIDACAO

Depois de estabelecidas as diluicdes do anticorpo especifico e ndo especifico e dos
outros reagentes utilizados na confec¢do do ensaio, assim como os tempos e temperaturas de
incubagdo em cada fase, pelos testes de ligagcdo, foram realizados testes para validagao do
RIA para quantificacdo de leptina bovina. Todos os testes foram realizados com as amostras
em duplicata e repetidos 3 vezes, obedecendo as concentragdes, volumes, temperaturas e

periodos de incubacdo determinados.

6.5.1 Protocolo para quantificacido de leptina adaptado de GYULA HUSZENICZA*

Inicialmente, 100ul de cada ponto da curva padrao e dos controles alto (plasma de
vaca gorda, escore de condi¢do corporal 4) e baixo (plasma de vaca magra, escore de
condicdo corporal 1) foram pipetados em tubos de borosilicato (12x75) contendo 300 ul de
tampao de incubagao, seguido da adi¢do de 100 pl do anticorpo especifico (1:500) a todos os
tubos, exceto NSB, nos quais adicionou-se somente o tampao de incubagdo e o SNC, e aos
MBs,somente tampao de incubacdo e primeiro anticorpo, € foram incubados por 48 h a 4°C.

Todos os tubos receberam 100 pl de 7-eLEP iodada (aproximadamente 10.000 CPM) e
foram incubados por 24 h a 4°C. Apoés esse periodo, adicionou-se 100 pl do anticorpo
inespecifico 1:30 e 500 ul de PEG 6%, e foram incubados por 12 h e depois centrifugados
para a separa¢do do antigeno ligado ao anticorpo do ndo ligado através de precipitagao.

A centrifugacdo foi feita por 30 min a 4°C e 2.620,8xg. Os tubos foram entdo
colocados em racks de espuma e invertidos para desprezar o sobrenadante, permanecendo
invertidos para secar por pelo menos 30 min sobre papel absorvente. A radioatividade

remanescente foi lida em contador gama por 1 min/tubo.

4 GYULA HUSZENICZA: professor/pesquisador do Departamento e Clinica da Reprodugao, da
Faculdade de Ciéncia Veterinaria de Budapeste, Hungria, comunicago pessoal.
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6.5.2 Teste de paralelismo

Para avaliar se a variagdo na quantidade de horménio da amostra alterou a
porcentagem de ligagdo do anticorpo anti-r-eLEP a r-eLEP-iodada, foi elaborado o teste de
paralelismo. O controle alto e o controle baixo foram diluidos a 100; 50; 25; 12,5 € 6,25% em
solugdo tampao de incubagdo e comparados com o log da dose dos pontos da curva padrao

confeccionada com leptina bovina.

6.5.3 Testes de especificidade

Os testes de especificidade avaliaram a capacidade do anticorpo contra r-eLEP se ligar
a leptina bovina. O primeiro teste comparou a ligacdo do anticorpo contra r-eLEP aos pontos
das curvas padrao, confeccionadas com r-bLEP ou com r-eLEP. No segundo teste comparou-
se a liga¢ao do anticorpo anti-r-eLEP com a liga¢ao do anticorpo anti-»-bLEP desafiados com

curva padrdo elaborada com r-bLEP.

6.5.4 Testes de estabilidade

Com o objetivo de avaliar a interferéncia da variagdo no tempo e na temperatura sobre
a concentragdo de leptina plasmatica durante a realizagdo dos ensaios, fracionou-se uma
amostra de plasma bovino em vdrias aliquotas, submetidas a diferentes temperaturas por

varios periodos de tempo.

No primeiro teste (A), uma aliquota foi submetida a temperatura ambiente (26°C) por
30 min; 1; 2; 4 ou 7 h. No segundo teste (B), a amostra foi exposta a 40°C (“banho-maria”),
por 1; 2 ou 4 h. No terceiro teste (C), a amostra permaneceu por 1; 2; 3 ou 4 dias refrigerada a

4°C.
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6.5.5 Taxa de recuperacio ou teste de exatidao

Para estimar qual a porcentagem da identificacdo da r-bLEP pelo anticorpo especifico
foi realizado o teste de recuperagdo. Para isso, adicionou-se quantidades definidas de »-bLEP

suspendida em tampao de incubagdo, e quantificada por RIA.

6.5.6 Teste de efeito matriz

Existe a possibilidade de proteinas do plasma bovino se ligarem inespecificamente ao
complexo antigeno-anticorpo, aumentando a formacdo do precipitado e a quantidade do

horménio marcado com 1'%

no fundo do tubo. Esse efeito, denominado de efeito matriz, foi
avaliado através da comparagdo de duas curvas-padrdo com r-bLEP, uma diluida somente em
tampao de incubacdo e outra em tampao de incubacao adicionado de 100 ul de plasma bovino
com baixa concentra¢do de leptina bovina por tubo, o mesmo volume de plasma utilizado no
ensaio.

Este teste submeteu a curva padrao acrescida de plasma bovino as mesmas condigdes

encontradas nos tubos contendo as amostras a serem quantificas, fornecendo as mesmas

condicdes de ligagcdo das encontradas na presenca das proteinas no plasma.
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7 ANALISE ESTATISTICA

A comparacdo das porcentagens de ligagdo entre as diluigdes do soro do coelho
inoculado com r-eLEP e as dilui¢cdes do anticorpo anti »-bLEP fornecido pelo INRA foi feita
pelo teste de Mann Whitney. Os testes de especificidade, paralelismo e efeito matriz, foram
avaliados pelo teste de correlagdo linear de Pearson. Os testes de estabilidade foram avaliados
pela ANOVA.

Todos os testes utilizaram o programa GraphPad InStat 3.00 for Windows 95,
GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA.

Em todos os testes de validagao, exceto o teste de exatidao, utilizou-se a porcentagem
de ligacdo ao invés da dose do hormonio porque nem todas as amostras apresentaram leitura
da dose (ng/ml).

Fixou-se um erro alfa de 5% para todas as analises.
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8 RESULTADOS

8.1 PRODUCAO DE ANTICORPO ANTI r-eLEP

A variagdo na dilui¢do do plasma do coelho alterou a porcentagem de ligagdo e depois
de 105 dias do inicio das inocula¢des, no momento da 6* inoculagdo, a utilizacdo do plasma
do coelho inoculado com r-eLEP diluido a 1:500 resultou em 28,05% de MB.

Nao houve diferenga (P > 0,8) no MB entre o anticorpo contra r-eLEP (28,05%) ou
contra r-bLEP (25,7%) na dilui¢do a 1:500 (Figura.2).

S —&—|eptina bovina

50 - == leptina equina

40 -

B/B0%
(8]
o

20 +

10 -

1:10 1:50 1:100 1:300 1:.500 1:750 1:1000

Dilui¢do do plasma do coelho

Figura 2 - Comparagdo entre as porcentagens de ligagdo obtidas com as dilui¢des do plasma do
coelho inoculado com r-eLEP e com dilui¢cdes do anticorpo anti-r-bLEP fornecida pelo

INRA(P > 0,8). No grafico, esta assinalada com circulo a dilui¢do utilizada nos ensaios.

8.2 TESTE DE PARALELISMO

A variagdo na porcentagem de ligagdo dos pontos da curva padrdao e as dilui¢des
seriadas dos controles alto (3 ng/ml) e baixo (0,25 ng/ml) resultaram em curvas de

deslocamento paralelas (Figura.3). Houve correlagdo entre a porcentagem de ligacdo dos
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pontos da curva e a dilui¢ao do controle alto (r = 0,9961; P < 0,01) e entre os pontos da curva

e a dilui¢ao do controle baixo (r=0,9903; P < 0,01). (Figura 4).

Figura 3

Figura 4
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- Teste de paralelismo entre curva-padrao confeccionada com r-bLEP e diluigdes
seriadas com 100; 50; 25; 12,5 e 6,25% do volume dos controles alto (3 ng/ml) e
baixo (0,25 ng/ml) de plasma bovino diluidos em tampao de incubacdo, em ensaio
utilizando anticorpo anti-r-eLEP
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- Correlagdo linear de Pearson entre as porcentagens de ligagdo das diluigdes da curva

padrdo de r-bLEP e dos controles alto (3 ng/ml; r=0,9903, P < 0,01) e baixo (0,25 ng/ml,;
=0,9903, P < 0,01) em ensaio utilizando anticorpo anti r-eLEP.
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8.3 TESTES DE ESPECIFICIDADE

Quando os pontos das curvas padrdo elaboradas com r-bLEP ou r-eLEP foram
comparados em ensaio utilizando anticorpo anti- r-eLEP, foi verificado maior deslocamento
da porcentagem de ligacao da r-eLEP iodada ao utilizarmos a curva confeccionada com 7-
bLEP. Esse deslocamento se deu de maneira semelhante, mas ndo paralela, a curva elaborada
com r-eLEP (Figura. 5).

Houve correlagao (r = 0,9742; P < 0,01) entre os valores das porcentagens de ligacao

das duas curvas (Figura. 6).
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Figura 5 - Comparagdo entre as porcentagens de ligacdo dos pontos das curvas-padrdo elaboradas

com r-bLEP e r-eLEP em ensaio utilizando anticorpo anti- r-eLEP.
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Figura 6 - Correlagdo linear de Pearson entre as porcentagens de ligagdo das curvas padrio

confeccionadas com r-bLEP e r-eLEP e anticorpo anti- r-eLEP (r = 0,9742; P < 0,01).
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De maneira semelhante aos resultados anteriores, apds comparar a porcentagem de
ligacdo dos pontos da curva padrao elaborada com r-bLEP em ensaios utilizando anticorpo
anti-r-bLEP e anti-r-eLEP, observou-se maior porcentagem de ligacdo dos pontos da curva
padrdo elaborada com r-bLEP ao anticorpo anti-r-eLEP (Figura 7), nesse caso, as
porcentagens de ligagdo das curvas foram paralelas e apresentaram correlagdo (r = 0,9963; P
<0,01; Figura. 8).
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Figura 7 - Comparagéo entre ensaio utilizando anticorpo anti-r-eLEP e ensaio utilizando anticorpo

antir-bLEP desafiados com curva padrao feita com diluigdes seriadas de r-bLEP.
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Figura 8 - Correlagdo linear de Pearson entre as porcentagens de ligacdo da curva padrdo elaborada

com r-bLEP ao anticorpo anti-r-eLEP ou ao anticorpo anti-»-bLEP (r=0,9963; P <0,01)
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8.4 TESTES DE ESTABILIDADE

No primeiro teste (Figura. 9, A), onde a amostra permaneceu em temperatura ambiente
por 30 min, 1; 2; 4 ou 7 h e no terceiro teste (Figura. 9, C), onde a amostra permaneceu por 1;
2; 3 ou 4 dias a 4°C antes de ser quantificada, ndo foram detectadas diferengas na variagao da
porcentagem de ligagdo (P > 0,2). Ja no segundo teste (Figura. 9, B), onde o plasma bovino
foi submetido a temperatura elevada (40°C) por 1; 2 ou 4 h, observou-se o aumento na

porcentagem de ligagdo conforme aumentava o tempo de exposi¢do a alta temperatura (P <
0,01).
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Figura 9 - Testes para a verificagdo da estabilidade da leptina de amostras de plasma bovino expostas
a diferentes temperaturas e periodos de exposi¢do. (A: temperatura ambiente por 30 min,
1; 2; 4 ou 7 horas, P > 0,4; B: 40°C por 1; 2 ou4 h, P <0,01; C: 4°C por 1; 2; 3; ou 4
dias, P> 0,2).

8.5 TAXA DE RECUPERACAO OU TESTE DE EXATIDAO

Quando quantidades conhecidas de »-bLEP (0,06; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8,0 e 10,0

ng/ml) foram adicionadas ao tampao, a taxa de recuperacdo encontrada variou de 98,4 a
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101,67%, o que significa que no ensaio realizado essa foi a porcentagem de r-bLEP que foi

reconhecida pelo anticorpo anti-r-eLEP (Figura. 10).
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Figura 10 - Recuperagdo de quantidades conhecidas (0,06; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8,0 ¢ 10,0 ng/ml)

de r-bLEP adicionada a tampao de incubagdo e submetida ao RIA para quantificacdo da

leptina, a taxa de recuperacao variou de 98,4 % a 101,67 %.

8.6 TESTE DE EFEITO MATRIZ

Nao houve diferenga na porcentagem de ligagao da leptina bovina, presente na curva
padrdo, ao anticorpo anti-r-eLEP utilizando tampao de incubagdo ou tampao de incubacdo
acrescido de 100 pl de plasma bovino com baixas concentragdes de leptina (P > 0,3; Figura.

11). Houve correlagao (r=0,9937; P < 0,01) entre as duas curvas (Figura.12).
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Figura 11 - Comparagdo da porcentagem de ligagdo da r-bLEP da curva padrdo ao anticorpo anti-r-

eLEP apoés diluicdo em tampdo de incubagdo ou tampdo de incubacdo acrescido de

plasma bovino para a curva padrao.
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Figura 12 - Correlagdo linear de Pearson entre as curvas diluidas com tampao de incubagio e tampdo

de incubacdo adicionado de plasma bovino para a determinagdo do efeito matriz

(1=0,9937; P < 0,01).
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9 DISCUSSAO

As inoculagdes com r-eLEP em coelho resultaram na produ¢do de anticorpos com
afinidade para a leptina bovina semelhante a afinidade do anticorpo anti-r-bLEP fornecido
pelo INRA, que foi verificado ap6s a comparagdo das porcentagens de ligacdo utilizando
varias diluigdes de ambos os anticorpos em testes de ligacao (Figura. 2).

O protocolo de inoculagdo em coelhos (GOLDSMITH, 1975; MOUDGAL e
MADHWA RAJ, 1974), resultou em 28,05 % de MB, com soro diluido 1:500, aos 105 dias
do experimento, o que coincidiu com o resultado obtido por Vaitukaitis et al. (1971) que
detectaram picos na titulagdo dos anticorpos produzidos entre 53 e 107 dias apos o inicio do
protocolo de imunizagdo. Ehrhardt et al. (2000) obtiveram 35-40% de MB e 3% de NSB apds

a 5* inoculagio em coelho com 100 pg de -bLEP emulsionada em adjuvante de Freund”.

Depois de confirmada a afinidade do anticorpo a leptina bovina e determinada sua
titulagdo, foi realizada padronizacdo de volume total da reacdo, volume do tampao utilizado,
atividade do hormonio marcado, duracdao e temperatura dos periodos de incubagdo. Todos os
ensaios incluiram uma curva padrdo elaborada com leptina recombinante bovina, diluida em
tampao de incubacdo e todos continham referéncias ou controles altos e baixos, localizados no
inicio e final de ensaio para detectar variacdes intra e inter-ensaio. ApOs O ensaio

padronizado, foram feitos os testes para a sua validacao, segundo Parker (1981).

No teste de paralelismo, a porcentagem de ligacdo da curva padrdo e as diluigdes
seriadas dos controles alto e baixo se correlacionaram, o que significou que o anticorpo anti-
r-eLEP reconheceu a r-bLEP da curva e a leptina presente no plasma bovino dos controles de
maneira semelhante, assim como suas variagdes, de maneira proporcional (Figura. 3 e 4;
EHRHARDT et al., 2000).

Nos testes de especificidade, apds comparacdo das curvas padrdo elaboradas com 7-
bLEP ¢ r-eLEP, utilizando o mesmo volume dos reagentes, a mesma atividade da r-eLEP
iodada e mesma titulagdo do anticorpo (1:500), foi notada maior porcentagem de ligacao entre
o anticorpo anti-r-eLEP e a curva padrao bovina, o que significa que houve maior ligacdo do
anticorpo anti-r-eLEP a r-eLEP iodada, provavelmente pela maior especificidade. No entanto,
o anticorpo anti-r-eLEP reconheceu a r-eLEP ¢ a r-bLEP de maneira semelhante, o que pode
ser comprovado pela figura 5 e pela correlagdo positiva, figura 6. As curvas padrao foram

paralelas (Figura. 7) e com correlacdo positiva (Fig87ura.8). Esses resultados permitiram
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assumir que o anticorpo anti-r-eLEP ¢ eficiente e apresenta sensibilidade e especificidade
suficiente para quantificar leptina bovina.

Nos testes de estabilidade, ndo foi encontrada diferenga na porcentagem de ligacdo
quando as amostras foram mantidas em temperatura ambiente ou a 4°C, o que significa que a
permanéncia por até 7 h a temperatura ambiente ou 4 dias a 4°C ndo causou alteracdes a
leptina mensuravel pelo ensaio (P > 0,2; R* = 0,998). A mesma estabilidade ndo aconteceu
conforme aumentou-se o periodo de exposi¢do da amostra a 40°C, que resultou em um
aumento significativo na porcentagem de ligacdo. Como a porcentagem de ligagdo da leptina
iodada ¢ inversamente proporcional a concentracdo de leptina presente na amostra, a
diminui¢do na concentracao de leptina plasmatica em fun¢do do tempo de exposicao a 40°C,
provavelmente devido a alteracdes estruturais no hormonio, o impediram de ser reconhecido
pelo anticorpo. Ma et al. (1996), apds submeterem amostras 37°C, encontraram estabilidade
na concentracdo de leptina plasmatica por até 1 dia, ou por 1semana a temperatura ambiente

ou por até 2 meses a 4°C.

A exatiddo, obtida com a taxa de recuperagdo de 98,4 a 1001,67%, conferiu ao ensaio
confiabilidade, pois através dela sabemos que este estd sendo eficiente em reconhecer a

leptina adicionada com uma variagao inferior a 2%.

Apesar de ndo ser possivel assumir com precisdo que ensaios hormonais utilizando
tampao de incubacdo apresentem resultados similares aqueles obtidos com amostras
biologicas (PARKER 1981), ndo foi detectada diferenca entre as curvas padrido elaboradas
com r-bLEP diluida em tampao de incubagdo ou em tampdo de incubagdo acrescido de
plasma bovino. Acredita-se que o efeito matriz, causado pela ligacdo de substancias presentes
no plasma, provavelmente proteinas, aumentariam aa porcentagem de ligacdo por
aumentarem a formacao do precipitado, o que ndo aconteceria nas amostras da curva diluidas
somente em tampao de incubacdo. Assim, como ndo foi encontrado esse efeito no teste
realizado, foi adotado para a realizacao dos ensaios para a quantificacdo da leptina bovina a
curva padrdo diluida em tampao de incubacao sem a adi¢cdo de plasma.

Pode-se concluir que o anticorpo anti-r-eLEP produzido em coelho apresentou
sensibilidade suficiente para detectar concentragcdes de leptina circulante no plasma bovino
quantificadas pelo RIA e que o ensaio para a quantificagdo de leptina plasmatica bovina
apresentou sensibilidade, especificidade, precisdo e estabilidade, sendo considerado valido e

com as caracteristicas adequadas ao desenvolvimento de um RIA confiavel.
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INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE LEPTINA E IGF-I
PLASMATICOS SOBRE A PUBERDADE E A PRECOCIDADE SEXUAL
DE NOVILHAS NELORE (Bos taurus indicus) DO 8° A0 16° MES DE
IDADE.



Experimento 2

10 INTRODUCAO

O rebanho nacional de bovinos de corte, que possui cerca de 200 milhdes de cabecas
de gado, ¢ composto por 80% de animais com sangue zebu, e a raga Nelore predomina nesse
cenario (ANUALPEC, 2005). Apesar dos grandes esforcos realizados nos ultimos anos ainda
predominam no Brasil as criagdes extensivas de baixa produtividade, fazendo-se necessaria a
aplicagdo de novas estratégias para a obtengdo de animais mais precoces (ROMANO, 1997).

Nos paises mais desenvolvidos, a bovinocultura de corte empregou um manejo
seletivo no qual as novilhas apresentam o primeiro parto proéximo aos dois anos de idade
(WOLFE et al.,1990), o que significa aumentar a produtividade reprodutiva, se quando
compararmos com novilhas que tém o primeiro parto aos trés anos de idade (LEISMEISTER
et al.,, 1973). A redugdo do primeiro parto de trés para dois anos de idade produziria um
aumento de 16% no retorno econdmico do sistema de criacdo de gado de corte. Uma
observagao simplista permite dizer que uma vaca que pare aos dois de idade produziria ao
longo da vida, um bezerro a mais do que vacas que parem aos trés anos de idade (ELER et al.,

2001).

O desenvolvimento de novas ferramentas para auxiliar o processo de selecdo genética
pode vir do conhecimento dos processos fisiologicos que controlam o sistema reprodutivo,
assim como suas interagdes com outras varidveis, como a nutricdo por exemplo. Porém,
muitos processos fisiologicos controladores deste sistema ainda ndo foram bem elucidados e,
devido a isto, as técnicas de melhoramento atualmente empregadas sdo feitas em funcao das
observagdes dos fenotipos zootécnicos de maior interesse econdmico, selecionando animais

que expressam caracteristicas desejaveis.

A concentracdo de leptina, um hormdnio secretado pelos adipdcitos, parece aumentar
antes da puberdade em novilhas (DIAZ-TORGA et al., 2001; GARCIA et al., 2002), assim
como a concentragdo de IGF-I (JONES et al., 1991; ROBERTS et al., 1990), sugerindo que
esses hormonios estejam envolvidos no inicio da puberdade, atuando como sinalizadores
metabolicos para a primeira ovulagdo em novilhas.

O objetivo deste experimento foi quantificar a concentragdo de leptina e de IGF-I
plasmaticos de novilhas Nelore do 8° ao 16° més de idade e verificar a possivel relagao desses

hormonios com a primeira ovulagdo e precocidade reprodutiva.

61
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11 MATERIAIS E METODOS

11.1 LOCAL E PERIODO DE REALIZACAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi desenvolvido nas dependéncias do Curso de Medicina Veterinaria
da Universidade Estadual Paulista - UNESP, Campus de Aracatuba, localizada na regido
Noroeste do estado de Sdo Paulo (50°26” longitude Oeste e 21°12” latitude Sul).

11.2 ANIMAIS

Foram utilizadas 36 novilhas da raca Nelore contemporaneas, nascidas com intervalo
maximo de 35 dias de diferenca, filhas de vacas com puberdade precoce cruzadas com touros
de grande incidéncia de filhas precoces, oriundas do plantel da Agropecuaria CFM, nascidas e
criadas na Fazenda Sao Francisco em Magda Paulista-SP. Esta empresa, que realizava sele¢ao
genética com seus animais quanto a precocidade reprodutiva, possuia um rebanho com
incidéncia de aproximadamente 25% de puberdade precoce nas fémeas criadas a pasto.

O experimento foi iniciado logo apds o desmame das novilhas, aos 8 meses de idade, e
terminou quando elas estavam com16 meses de idade.

Antes do inicio do experimento, as novilhas foram manejadas diariamente para que se
habituassem a rotina de trabalho no curral, buscando assim evitar o estresse, o que poderia
interferir nos resultados do trabalho.

As novilhas foram divididas retrospectivamente conforme a idade a prenhez durante o
experimento, sendo que aquelas que ficaram prenhes até os 16 meses de idade formaram o
grupo Precoce (P; n=12), as ndo prenhes até essa idade formaram o grupo Nao Precoce (NP;
n=18) e as que ndo ovularam, formaram o grupo Nao ovuladas (NO; n=6).

Todas as novilhas foram mantidas em piquetes de capim Tanzania (Panicum
maximum) ¢ suplementadas com silagem de bagaco de milho na quantidade de 5

kg/animal/dia e ragdo contendo 59% milho, 40% soja e 1% vitaminas e mineral (Polinticleo
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Fatec-Fatec S.A.) em quantidade suficiente para manutencdo do crescimento, além de livre
acesso ao sal mineral (Fosbov Tortuga®™) e 4gua. Foram imunizadas e vermifugadas ¢ a carga
parasitaria dos animais foi avaliada a cada dois meses, por exame de fezes, realizados no

laboratorio de Parasitologia do Curso de Veterinaria da UNESP de Aragatuba.

11.2.1 Manejo de Inseminacao Artificial (IA)

As novilhas foram inseminadas apos a deteccdo do cio, realizada por um rufido com
desvio lateral equipado com um bugal marcador (BELOSO et al., 1997). O rufido foi utilizado
também para expor as novilhas a um possivel “efeito macho”, uma vez que no manejo para a
selecdo de precocidade na fazenda de origem, as novilhas, proximo aos 12 meses de idade,

eram expostas ao touro.

11.2.2 Peso

Todos os animais foram pesados a cada 10 dias em balanga digital especifica para
tronco-balanca (Toledo®). As médias mensais foram comparadas para todos os animais e
entre os grupos P, NP e NO.

O peso foi acompanhado mensalmente e o ganho de peso foi calculado através da

diferenca entre as pesagens.

11.2.3 Coletas de sangue e determinacio das amostras para a quantificacio de leptina e

IGF-I

As amostras de sangue foram coletadas com intervalos de 4 dias durante todo o periodo do
experimento, dos 8 aos 16 meses de idade das novilhas, diretamente da veia jugular, em tubos
a vacuo de 10 ml heparinizados (Vacutainer”) e centrifugados a 3500 RPM por 15 min para a
separa¢do do plasma (Centrifuga Fanen Exelsa Baby I modelo 206). Posteriormente o plasma

foi aliquotado em duplicata e armazenado, em microtubos de 2,0 ml (Axigen Scientific MCT
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— 200B), em freezer a -20°C até a realiza¢do dos ensaios no Laboratério de Endocrinologia
Veterinaria do Curso de Medicina Veterinaria da UNESP de Aracatuba.

Para visualizar a variacdo da concentracao de leptina plasmatica com o avangar da
idade, foi feita a sua quantificagdo em amostras separadas més a més, do 8° més, logo apos a
desmama, até o 16° més, no final do experimento. E para compreender sua variacdo proximo
ao momento da ovulagdo, a leptina foi quantificada das amostras coletadas a cada 4 dias,
retrospectivamente nos 60 dias que precederam a primeira ovulagao.

A quantificagdo mensal do IGF-I, do 8° ao 16°més de idade, foi feita a partir de um
pool de amostras representativas do més em questdo, e a quantificacdo do IGF-I das amostras
colhidas a cada 4 dias foi feita retrospectivamente nos 56 dias que antecederam a primeira
ovulacao.

Para a quantificagdo hormonal 56 ou 60 dias antes da ovulacdo dos animais NO, foi
determinado como sendo o dia zero, equivalente ao dia da ovulacdo nos animais que
ovularam, aquele em que as novilhas NO apresentavam o peso médio mais préximo ao peso

médio dos animais que ovularam, no dia da ovulagao.

11.3 QUANTIFICACAO DA LEPTINA PLASMATICA BOVINA

A quantificacdo da leptina plasmatica bovina foi feita por Radioimunoensaio (RIA),
segundo protocolo validado no Laboratorio de Endocrinologia Animal da UNESP Aracatuba
(experimento 1). Foi utilizada leptina recombinante bovina (r-bLEP; DSL-R01708) diluida
em agua destilada na concentragdo de 0,5ug/ul, armazenada como solugdo estoque em freezer
a -80°C. Essa solugdo estoque foi diluida de maneira seriada e utilizada para a elaboragao
dos seguintes pontos da curva-padrdo: 0,06; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8 e 10 ng/ml.

A iodagdo foi feita de acordo com o método Todogen®(SALACINSKI et al., 1981),
utilizando leptina recombinante eqiiina r-eLEP).

Antes de iniciar os ensaios, foram preparados protocolos com a identificacdo das
amostras ¢ dos tubos correspondentes, na ordem prevista, organizados para ndo excederem
194 tubos cada ensaio, de maneira que todos os tubos fossem centrifugados juntos. A
elaboragdo dos protocolos permitiu ndo somente a organizacao dos ensaios, a determinagao

do numero de tubos utilizados e do volume dos reagentes que foi preparado.
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Inicialmente, 100ul de cada ponto da curva padrdo e das amostras foram adicionadas
em tubos de borosilicato (12x75) contendo 300 ul de tampao de incubacao, seguido da adi¢ao
de 100 pl do anticorpo especifico diluido 1:500. Aos tubos de ligagao nao especifica (NSB),
adicionou-se somente o tampao de incubacdo e 100 ul do soro normal de coelho (SNC) e aos
tubos de ligacdo méxima (MB), tampao de incubagdo e anticorpo especifico. Apos
permanecerem 48 horas a 4°C, adicionou-se 100 pl da leptina marcada com o I'*, com
aproximadamente 10.000 CPM, e incubados por 24 horas a 4°C. Em seguida, 100 pl do
anticorpo inespecifico (anti-gamaglobulina de coelho) diluido 1:30 em solugdo PBS EDTA
0,05M, e 500 ul de polietilenoglicol (PEG) 6% foram adicionados aos tubos, imediatamente
agitados e incubados por 12h a 4°C. Todos os tubos foram entdo centrifugados (2.620,8g por
30 minutos a 4°C), colocados em racks de espuma e invertidos, desprezando o sobrenadante e
permanecendo invertidos para secar por 30 min sobre papel absorvente. A radioatividade
remanescente foi lida em contador gama (Cobra IT — Packard”™) por 1 minuto/tubo.

A sensibilidade do ensaio foi de 0,03 ng/ml, os coeficientes de variagdo intra-ensaio
foram 2,17% para o controle alto (2,8 ng/ml) e 3,54% para o controle baixo (0,5 ng/ml) ¢ os
coeficientes de variagdo inter-ensaio foram 2,42% para o controle alto e 9,83% para o

controle baixo.

11.4 QUANTIFICACAO DO IGF-I PLASMATICO BOVINO

O IGF-I foi quantificado pelo Kit DSL com extragdo (DSL - 5600), cujo
procedimento baseou-se em um ensaio imunoradiométrico (IRMA), que incluiu uma etapa de
extracdo simples na qual o IGF-I foi separado das proteinas de ligacdo no plasma (IGF-BPs).
Para isso, 100 pl de amostra e 400 pl de solugdo de extragdo foram incubados por 30 minutos
e depois centrifugadas. Cem pl do sobrenadante foi separado e colocado juntamente com 500
ul de solugao de neutralizagao.

O ensaio foi realizado em tubos revestidos com anticorpo anti-IGF-I, onde foram
adicionados 50 pl dos padrdes das amostras da curva, das amostras de plasma e dos controles
extraidos e 200 pl de IGF-I iodado. Esses tubos permaneceram por 3 horas a temperatura
ambiente em agitador ajustado a 180 RPM. Apds a incubagao, os tubos, com excecao do TC,

foram invertidos, desprezando o contetido e depois lavados por trés vezes com 3 ml de dgua
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deionizada a cada vez. Os tubos invertidos foram batidos, para que secassem bem, de maneira
que nao ficasse nenhum resquicio de liquido e a leitura foi feita em contador gama (Cobra II —
Packard®)por 1 minuto/tubo, com protocolo ajustado para ensaio tipo IRMA.

A porcentagem de ligagdo maxima foi de 13,9%, e de ligagdo ndo especifica 0,53%, a
sensibilidade do ensaio foi de 2,5 ng/ml, os coeficientes de variacdo intra-ensaio foram 1,98%
para o controle alto (190,7 ng/ml) e 2,87% para o controle baixo (54,3 ng/ml) e os
coeficientes de variagdo inter-ensaio foram 2,97% para o controle alto e 3,64% para o

controle baixo.
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12 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o teste t nao pareado (GraphPad InStat 3.00 for Windows 95, GraphPad
Software, San Diego, Califérnia, EUA) para avaliar a diferenca na idade entre as novilhas P,
NP e NO

A variagdo do peso dos animais foi avaliada por ANOVA para medidas repetidas
utilizando-se o proc GLM do programa SAS (System for Windows — SAS Institute InC.,
Cary, NC, EUA, 1999-2000) comparando os grupos P, NP ¢ NO em funcdo da idade em
meses € os resultados se mostraram adequados quanto a normalidade dos residuos e
homogeneidade de variancias. O peso ao nascimento e a desmama, fornecidos pela fazenda de
origem dos animais, foram utilizados como informacdes adicionais e as novilhas P, NP e NO
comparadas pelo teste t ndo pareado do InStat.

A andlise dos resultados das concentragdes de leptina e IGF-I plasmaticos obtidos por
RIA foi dividida em 2 abordagens: analise dos resultados de todas as novilhas (populagdo) e
comparagdo dos animais de acordo com o grupo Precoce, Nao Precoce e Nao ovuladas em
func¢do do tempo (idade em meses ou em intervalos de 4 dias).

Os resultados referentes a variacdo na concentracdo dos hormonios na populacdo e nos
grupos em fungdo do tempo, ndo se mostraram adequados quanto a normalidade dos residuos
segundo teste Shapiro-Wilk (P > 0,01), homogeneidade das variancias segundo Teste F (P >
0,01), e apresentaram coeficiente de variacdo > 30%. Esses dados foram entdo transformados
em raiz quadrada e re-analisados, o que adequou os dados a andlise de varidncia. Os
resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) dos dados nao
transformados.

A analise dos dados foi feita por ANOVA para medidas repetidas, utilizando-se o proc
GLM do SAS. As variaveis dependentes foram a concentracdo plasmatica de leptina e de
IGF-I (ng/ml) e as variaveis independentes, o intervalo de tempo, grupo e interagao grupo x
intervalo. O teste slice foi feito para separar e comparar as médias dos intervalos de tempo
dentro de cada grupo de animais e entre os grupos, dentro dos intervalos de tempo. Para as
varidveis que apresentaram variagao significativa foi realizado o teste de Duncan como pos-
teste para verificar as diferencas entre os momentos.

Foi testada a correlagdo (Correlacdo linear de Pearson - GraphPad InStat 3.00 for

Windows 95, GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA) do peso corporal com a
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concentragdo plasmatica de leptina e com o a concentragao plasmatica de IGF-I nos grupos P,
NP e NO.

Fixou-se um erro alfa de 5% para todas as analises (P < 0,05).
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13 RESULTADOS

13.1 CLASSIFICACAO DOS ANIMAIS

Até o final do experimento, 6 novilhas (16,7%) ndo ovularam e as 30 (83,3%) que
ovularam estavam com 442,09+5,20 dias de idade a primeira ovulacdo, o que equivale a
14,73+0,18 meses. Entre as 36 novilhas, 12 (33,3%) ficaram prenhes até os 16 meses de idade
e foram classificadas como Precoces (P), 18 novilhas (50%) ndo ficaram prenhes até essa
idade e foram classificadas como Nao Precoces (NP) sendo que as 6 que ndo ficaram prenhes
porque nao ovularam foram classificadas como Nao Ovuladas (16,7%; NO).

Nao houve diferenca (P > 0,05) na idade média a primeira ovulacio entre os grupos P
(4394£27,9 dias) e NP (445+36,8 dias), que foi equivalente a 14,6 e 14,8 meses de idade

respectivamente.

13.2 PESO

As novilhas nasceram com 31,8+0,44 kg, foram desmamadas com 212,4+2,01 kg e
apresentaram um ganho de 0,81+0,02 kg/dia do nascimento a desmama. A primeira ovula¢ao
aconteceu quando as novilhas pesavam 298,4+3,86 kg e a diferenga de peso entre a desmama
e a primeira ovulagdo foi de 86,1£3,65 kg, o que equivale a um ganho médio de 0,38+0,01
kg/dia.

Nao encontramos diferenca nos pesos ao nascimento, a desmama, a primeira ovulagao,
tampouco nos ganhos de peso diarios do nascimento a desmama, da desmama ‘a primeira
ovulagdo e na diferenca de peso da ovulacao a desmama (P > 0,5) entre os grupos P, NP e
NO, no entanto, no periodo compreendido entre a desmama e o final do experimento as
novilhas P e NP, que ovularam, apresentaram ganho de peso maior (P < 0,05) que as NO
(Tab.1).

Tabela 1 - Comparagdo do peso (kg; médiatEPM) ao nascimento, 4 desmama, a primeira ovulagio,

media do ganho de peso diario entre o nascimento ¢ a desmama (1) e entre a desmama a
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primeira ovulacdo (2), diferenga de peso entre a desmama e a primeira ovulagdo (3) e
ganho de peso diario da desmama até o final do experimento, aos 16 meses (4), de
novilhas Nelore Precoces (n=12) e Nao Precoces (n=18) em fun¢do da prenhez aos 16

meses de idade e Nao Ovuladas (n=6)

70

Ganho de Ganho de Ganho de Ganho de

Grupo Nascimento Desmama 1? ovulagdo peso (1) peso (2) peso (3) peso (4)
P 31,9240,6%  213,6242,18%  296,31+4,57%  0,81+0,02*  0,37+£0,03*  82,59+4,84%  0,49+0,02*
NP 31,74+0,06% 211,15£2,7%  299,84+531%  0,81+0,01*  0,39+0,02*  88,69+533*  0,52+0,01*
NO 31,17+1,1*  210,83+4,78" - 0,78+0,024 - - 0,33+0,038

A,B: valores diferentes na mesma coluna diferem entre si (P < 0,05).

O peso médio dos 36 animais aumentou 115,60 kg ou 55,22% do 8° més (209,36+1,65
kg) ao 16° meses de idade (324,96+5,14 kg) e esse aumento passou a ser significativo a partir

dos 12 meses (P < 0,01; Figura.13).
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Figura 13 - Varia¢do no peso médio (kg; médiatEPM) de novilhas Nelore (n=36) do 8° ao 16° més
de idade.

Foi verificado aumento (P < 0,01) no peso das novilhas P ¢ NP a partir dos 12 meses
de idade e a partir dos 13 meses nas NO. Nas novilhas P, o peso aumentou de 211+£2,45 kg
aos 8 meses para 330,5+7,28 kg, aos 16 meses de idade, o que significou um aumento de

56,64%. Nas NP, o peso aumentou de 209,06£2,69 kg aos 8 meses para 335,6+3,3 kg aos 16
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meses (60,53%), por outro lado nos animais NO, o peso aumentou 43,96%, de 207£3,48 kg

aos 8 meses para 298+13,7 kg aos 16 meses (Figura. 14).

O maior aumento no peso dos animais do grupo P (31,67 kg) aconteceu do 12° para o
13° més, enquanto o maior aumento no peso dos animais NP (32,16 Kg) e NO (26 kg) foi
verificado somente do 15° para o 16° més (P <. 0,01).

A comparagdo entre os grupos mostrou que a partir do 12° més, o peso dos animais P e

NP diferiu do peso dos animais NO (P < 0,01; Figura.14).
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Figura 14 - Variagdo no peso médio (kg; média + EPM) de novilhas Nelore (n= 36) dos 8 aos 16

meses de idade nos grupos Precoce (n=12; prenhez aos 16 meses de idade), Ndo Precoce

(n=18) e Nao Ovuladas (n=6).

13.3 VARIACAO NA CONCENTRACAO PLASMATICA DA LEPTINA

13.3.1 De acordo com a idade em meses

Houve aumento (P < 0,01) de 135,27% na concentracdo de leptina plasmatica dos 8
(0,10£0,01ng/ml) aos 16 (0,23+0,03 ng/ml) meses de idade quando as 36 novilhas foram
avaliadas em conjunto. Dos 11 (0,11£0,02 ng/ml) aos 12 meses de idade (0,19+0,02 ng/ml),

observou-se um aumento de 71,2% na concentragdo de leptina. Aos 15 meses, a leptina
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possuia a maior concentragdo do periodo analisado (0,30£0,04 ng/ml), correspondendo a um

aumento de 71,2% em relagdo ao més anterior (0,1840,02 ng/ml), mas diminuindo 22,8% no

16° més (0,2340,03 ng/ml; Figura 15).
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Figura 15. Concentragéo de leptina plasmatica (ng/ml; média + EPM) de novilhas Nelore (n=36) dos

8 aos 16 meses de idade.

Ao compararmos os 3 grupos, verificamos maior concentracdo plasmatica de leptina
nas novilhas NP, enquanto houve diferenca entre as P e NO (P < 0,05). Nas novilhas P, a
concentragdo de leptina plasmatica aumentou (P < 0,01) de 0,09£0,02 ng/ml aos 8 meses para
0,15+0,02 ng/ml aos 16 meses de idade (66,7%), aos 15 meses, foi verificada a maior
concentragdo de leptina do grupo (0,22+0,07ng/ml). Nas novilhas NP, a concentracdo de
leptina plasmatica aumentou de 0,11+£0,01 ng/ml aos 8 meses para 0,29+0,04 ng/ml aos 16
meses de idade (163,6%), e no grupo NO, a concentragdo de leptina aumentou de 0,10+0,05
ng/ml aos 8 meses para 0,20+0,03 ng/ml aos 16 meses de idade, o que representou um

aumento de 100% (Figura 16).
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Figura 16. Concentragdo de leptina plasmatica de novilhas Nelore dos 8 aos 16 meses de idade

(ng/ml; médias + EPM), separadas em Precoces (prenhez aos 16 meses de idade, n=12),

Nao Precoces (n=18) e Nao Ovuladas (n=6).

13.3.2 Variac¢do na concentracio de leptina préximo a primeira ovulacio

Nos 60 dias que precederam a primeira ovulagao das 36 novilhas, foi possivel observar
um aumento (P < 0,01) de 0,19£0,03 ng/ml para 0,38+0,04 ng/ml (100,56%; Figura. 17) na

concentragdo de leptina plasmatica.
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Figura 17 - Concentragdo de leptina plasmatica (ng/ml; médias + EPM) nos 60 dias que antecederam

a primeira ovulagdo (amostras colhidas a cada 4 dias) em novilhas Nelore (n=36) .
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Nao houve diferenca na concentragdo de leptina plasmatica entre os grupos P, NP e
NO nos 60 dias anteriores a primeira ovulagdo (P > 0,5; Figura 18).

Nas novilhas P a concentragdo plasmatica de leptina aumentou progressivamente
184,21%, de 0,1940,03 ng/ml para 0,5440,10 ng/ml (P < 0,01) nos 60 dias que antecederam a
primeira ovulacao. Nos animais NP o aumento, de 164,28%, nao foi significativo (P > 0,5),
variando de 0,14+0,04 ng/ml para 0,37+£0,07 ng/ml no dia da ovulacdo. Nos animais NO,
assim como nos NP, ndo houve efeito de intervalo (P > 0,5) e a leptina plasmadtica variou de
0,31 ng/ml para 0,24 ng/ml no dia da ovulagdo, diminuindo 22,58% durante o periodo (Figura
18).
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Figura 18 - Concentragdo de leptina plasmatica (ng/ml; médias + EPM) nos 60 dias antes da primeira

ovulacdo (dia zero) em novilhas Nelore nos grupos Precoce (prenhez até 16 meses de

idade; n=12), Nao Precoce (n=18) e Nao Ovuladas (n=6).

13.4 CORRELACAO ENTRE A CONCENTRACAO DE LEPTINA PLASMATICA E O
PESO CORPORAL

Durante o periodo dos 8 aos 16 meses de idade a concentracdo da leptina plasmatica
das novilhas apresentou correlagdo com o peso corporal tanto no grupo P (r =0,3679; P <

0,01), quanto no grupo NP (r = 0,4313; P < 0,01). No entanto, nos animais NO ndo foi
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verificada correlacdo entre a concentracdo de leptina plasmatica e o peso corporal (r=0,095 e
P=0,5306; Figura. 19).
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Figura 19. Correlagéo linear de Pearson entre a concentragdo de leptina plasmatica (ng/ml) e o peso
(kg) de novilhas Nelore Precoce (n=12), Nao Precoce (n=18, considerando a prenhez aos

16 meses) e Nao Ovuladas (n=6).

13.5 VARIACAO NA CONCENTRACAO DO IGF-I PLASMATICO

13.5.1 De acordo com a idade em meses

Houve aumento de 120% (P < 0,01) na concentracao do IGF-I plasméatico dos 8 aos 16

meses, aumentando de 174,09+18,33 ng/ml para 383,01£36,31ng/ml (Figura. 20).
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Figura 20 - Concentragdo de IGF-I plasmatico (ng/ml; média + EPM) em novilhas Nelore (n=36) de

acordo com a idade em meses.

Houve aumento na concentragdo de IGF-I plasmatico nos animais do grupo P
(148,24%), NP (121,24%) e NO (110,51 %) do 8° ao 16° més de idade. (P < 0,01). A
concentragdo plasmatica de IGF-I das novilhas P diferiu da concentracdo do IGF-I plasmatico

das novilhas NP e NO a partir do 12° més de idade (P < 0,01; Figura. 21).
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Figura 21 - Concentragdes de IGF-I plasmatico (ng/ml; médias + EPM) em fun¢io da idade em
meses, em novilhas Nelore ovuladas divididas de acordo com a precocidade (prenhez aos

16 meses) em Precoce (n=12), Nao Precoce (n=18) ¢ Nao Ovuladas (n=6).
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13.5.2 A cada 4 dias, 56 dias antes da primeira ovulacao

Nao encontramos diferenga na concentragdo plasmatica de IGF-I nos 56 dias que
antecederam a primeira ovulagdo ao analisarmos as 36 novilhas em conjunto (P >0,1; Figura
22).
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Figura 22 - Concentragdo plasmatica de IGF-I (ng/ml; média + EPM) em novilhas Nelore (n=36) em

intervalos de 4 dias, 60 dias antes da primeira ovulagdo.

Nos 56 dias que precederam a primeira ovulacdo, a concentragdo plasmatica do IGF-I
nos animais P foi maior que a concentracao de IGF-I plasmatico nos animais NP ¢ NO (P <
0,05), ndo havendo aumento significativo ao longo do tempo em nenhum dos grupos (P > 0,1;

Figura. 23).
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Figura 23 - Concentragdes médias (ng/ml; média £ EPM) do IGF-I plasmatico 56 dias antes da

primeira ovulacdo em novilhas Nelore nos grupos Precoce (prenhes aos 16 meses de

idade; n=12), Nao Precoce (n=18) ¢ Nao Ovuladas (n=6).

13.6. CORRELACAO ENTRE IGF-I PLASMATICO E PESO CORPORAL

Foi verificado correlacdo entre a concentracdo plasmatica de IGF-I e o peso corporal,
dos 8 aos 16 meses de idade, tanto no grupo P (r =0,3236; P < 0,05), quanto no grupo NP (r =
0,2476; P < 0,05). No entanto, nos animais NO nado foi verificada correlagdo entre a

concentragdo de IGF-I plasmatico e o peso corporal (r=0,1878 e P > 0,4; Figura. 24).
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Figura 24. Correlagdo linear de Pearson entre a concentragdo de IGF-I plasmatico (ng/ml) e o peso
(kg) de novilhas Nelore Precoce (n=12), Nao Precoce (n=18) e Nao Ovuladas (n=6).
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14 DISCUSSAO

Antes do primeiro ciclo normal as novilhas costumam apresentar um ciclo curto
(EVANS et al., 1994), sendo neste a duragdo na secre¢do de progesterona menor que em um
ciclo normal. Em funcdo do protocolo de colheita a cada 4 dias nao foi possivel identificar
precisamente o dia do inicio do primeiro ciclo em todos os animais. Considerou-se uma
elevagdo duas vezes maior que o coeficiente de variacdo intra-ensaio seguida de um aumento
maior que 1 ng/ml na concentragdo de PROGESTERONA como sinalizando um ciclo curto
antes de uma ovulacao (OYEDIPE et al., 1986; WEHRMAN et al., 1996). Assim, o dia da
ovulacao foi identificado como a média do intervalo entre o dia do aumento da concentragao
de progesterona e o dia da quantifica¢do anterior, em animais com ciclo curto.

O fato da novilha ovular mas ndo apresentar comportamento de estro, evento comum
nos primeiros ciclos, impede que a mesma seja coberta e possa emprenhar. Portanto a
exteriorizac¢do do cio, detectada pelo rufido, foi a condi¢do necessaria para a inseminagao das
novilhas.

A idade a primeira ovulacdo observada nas novilhas Nelore utilizadas neste
experimento, 14,73+0,18 meses, foi inferior a idade média, entre 22 e 36 meses, para a
puberdade do gado Zebu (SOUZA et al., 1995; ROMANO, 1997; RESTLE et al.,1999;
PEREIRA, 2000). Como a idade a primeira ovulacdo em novilhas ¢ regulada pelo consumo de
energia, taxa de crescimento e quantidade de tecido adiposo (KINDER et al., 1987;
WILLIAMS et al., 2002), pode-se inferir que a baixa idade a puberdade encontrada nos
animais deste experimento seja conseqiiéncia das condigdes nutricionais adequadas a que
esses animais estavam submetidos e da selecao imposta ao rebanho para puberdade precoce,
j4 que embora exista a dependéncia de uma idade e peso minimo para a primeira ovulacao na
novilha, fatores genéticos e ambientais também influenciam a idade a puberdade
(PATTERSON et al., 1992; ROCHA; LOBATO, 2002).

A antecipagdo da primeira ovulagdo para os 15 meses de idade, possibilita a
antecipacdo do primeiro parto para 24 meses, o que confere o aumento na produtividade das
novilhas (PATTERSON et al, 1992; SCHILLO et al.,1992), ja4 que ao serem cobertas com
cerca de um ano de idade, teriam a primeira cria préximo aos 2 anos, produzindo um bezerro
a mais em toda sua vida, em comparacgdo a novilhas com o primeiro parto aos 3 anos de idade

(MARTIN et al., 1992; PATTERSON et al., 1992).
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A genética dos animais, juntamente as boas condi¢des nutricionais sdo importantes
para determinar a eficiéncia das novilhas em ficarem prenhes aos 24 meses de idade
(ROCHA; LOBATO, 2002), lembrando que as primiparas apresentam a categoria mais
exigente do rebanho, j4 que além da funcdo reprodutiva elas ainda estdo em crescimento e
muitas vezes em lactagdo, o que aumenta as exigéncias nutricionais. Portanto, o bom estado
nutricional das fémeas ¢ fundamental para se atingir uma melhor taxa de prenhez (SPITZER

et al., 1995).

A idade a puberdade, uma das caracteristicas indicadoras da precocidade sexual dos
bovinos, ndo diferiu entre as novilhas P e NP (P > 0,05). No entanto, houve diferenca quanto
a idade a prenhez. A reducdo da idade ao primeiro parto, o que os tornaria mais precoces, €
um dos grandes desafios da pecuaria nacional. Nas novilhas estudadas, 33,3% ficaram
prenhes até os 16 meses de idade, sendo classificadas como P e 50% nao ficaram prenhes até
o final do experimento, sendo classificadas como NP.

A mensuragdo da taxa de prenhez por meio da idade a prenhez aos 16 meses ¢
indicada, uma vez que esta caracteristica apresenta variabilidade genética alta e deve
responder eficientemente a selecdo (SILVA; DIAS; ALBUQUERQUE, 2005).

O estabelecimento da precocidade requer que as novilhas possuam idade e peso
adequado para que a maturagdo sexual ocorra, mas também necessitam de potencial genético
para que caracteristica, e para que a novilha zebuina possa expressar seu potencial genético é
necessario que disponha de alimentagdo adequada e bom manejo sanitario. O nascimento em
época do ano adequada e a exposi¢ao ao touro proximo ao periodo da puberdade (apds os 12
meses) podem contribuir para antecipar a idade a puberdade. Uma boa técnica de manejo seria
a utilizagdo do estimulo do touro e selecionar as fémeas prenhes até os 16 meses de idade, o
que funcionaria como um bom critério de sele¢dao e com alta herdabilidade.

Nao foi verificada diferenga no peso entre os grupos, desde o nascimento até a
puberdade, sendo observado o peso médio a primeira ovulagdo de 298,4+3,86 kg para todas as
novilhas, de 296,31+4,57 kg para as novilhas P e de 299,84+5,3 kg para as novilhas NP
(Tab.1). Estes dados coincidem com as observacdes de Romano (1997) que encontrou peso
médio a puberdade de 302+7,0 kg em novilhas Nelore, e também com outras fontes da
literatura, que citam que o peso a primeira ovulacdo em novilhas Nelore varia de 300 a 330 kg
(PATTERSON et al., 1992; CARRIJO e DUARTE, 1999; THALLMAN et al. ,1999;
SEMMELMANN et al., 2001).
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O ganho de peso didrio ap6és a desmama (Tab. 1), dos 8 meses at¢ o final do
experimento, aos 16 meses, foi menor (P < 0,05) nas NO (0,33+0,03 kg/dia) do que nas P
(0,49+0,02 kg/dia) e NP (0,52+0,01kg/dia), sugerindo ser necessario um ganho de peso maior
para que se inicie a puberdade. Em novilhas com ganho de peso pds desmama maiores que
0,4kg/dia, nao foi verificado efeito da taxa de crescimento sobre o aparecimento da puberdade
(WILTBANK et al., 1996). Além disso, o fato da novilha estar ganhando peso ¢ importante,
ja que interfere na secrecdo de gonadotrofinas e no desenvolvimento folicular, alem da
secrecdo de hormonios como IGF-I e leptina, participando do processo de maturagdo sexual
das novilhas.

Nos 3 grupos foi verificado aumento de peso dos 8 aos 16 meses de idade (Fig.14) e a
partir dos 12 meses de idade passou a ser verificada diferenca no peso dos animais do grupo P
e NP em relagdo ao NO. As novilhas P apresentaram maior ganho de peso aos 13 meses, antes
das novilhas NP e NO, que o apresentaram aos 16 meses, podendo sugerir uma predisposi¢ao
a fertilidade precoce. Estas observagdes coincidem com as de Restle et al. (1999) que
observaram que fémeas mais pesadas ao desmame e aos 12 meses foram mais precoces na
manifestagdo da puberdade. Alencar et al. (1987) observaram que novilhas Nelore mais
pesadas aos 12 meses de idade apresentaram cio primeiro.

Maior peso traduz maior deposi¢do de gordura, que fornece substrato para a
esteroidogénese e assim o desenvolvimento folicular. Animais com maior reserva de gordura
corporal, supostamente submetidos a boas condi¢des nutricionais, apresentam maiores
concentragdes de insulina, IGF-I e leptina no plasma (SCHRICK et al., 1990). Schillo (1992)
indicou que uma maior ingestdo de energia estimula a secrecdo de GnRH, o que por sua vez
aumenta a sintese ¢ liberagdao de LH.

O peso ¢ um fator determinante para a maioria das modificagdes associadas com a
primeira ovulacdo (FOSTER; NAGATANE, 1999; GARCIA et al., 2002), j& que sdo
necessarios peso e condigdo corporal compativeis com a maturidade sexual para que o
hipotdlamo das novilhas aumente a freqiiéncia de pulsos de GnRH e determine a primeira
ovulagdao (FERREL, 1991). Para que o hipotdlamo reassuma a pulsatilidade e determine a
secrecdo de LH levando a ovulagdo, hd a necessidade da disponibilidade de energia
metabolica, adquirida com o aumento das reservas de gordura, em conseqiiéncia do
crescimento das novilhas. O aumento no peso pode ser identificado pelo hipotalamo através
do aumento da concentragao da leptina (FOSTER; NAGATANI, 1999) e do IGF-I (JONES et
al., 1991; ROBERTS et al., 1990) plasmaticos.
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A leptina, sintetizada nos adipécitos (FRIEDMAN; HALAAS, 1998; ZHANG, et al.,
1994), age como um sinal metabdlico informando ao sistema nervoso central que existe
reserva corporal suficiente para suprir as demandas do processo reprodutivo (BARASH et al.,
1996). A concentracdo plasmatica de leptina nas novilhas Nelore estudadas aumentou (Figura.
16; P <0,01) do 8° ao 16° més de idade, simultaneamente ao peso corporal nas novilhas P e
NP, como o observado por Garcia et al. (2002) em novilhas cruzadas. Nas novilhas P ¢ NP
pode ser observado aumento no peso e na concentracao de leptina a partir dos 12 meses de
idade (P < 0,01).

O crescimento e o aumento do peso, que gerou o aumento da quantidade e tamanho
dos adipdcitos € certamente o responsavel pelo aumento na concentragao de leptina circulante
durante o desenvolvimento puberal nos bovinos (DIAZ-TORGA et al., 2001; GARCIA et al.,
2002), j4 que animais com boa condi¢do corporal tém maior quantidade de gordura e
conseqiientemente maior quantidade de leptina circulante (BLACHE et al., 2000;
EHRHARDT et al., 2000). O aumento na gordura corporal pode ser traduzido em aumento na
concentracdo de leptina plasmatica através da hipertrofia dos adipocitos, de acordo com a
correlacdo (P < 0,01) entre a leptina plasmatica e o peso corporal nas novilhas P (r=0,3679) e
NP (r=0,4313). Assim, a concentragdo de leptina seria um bom indicador da gordura corporal
em ruminantes (CHILLIARD et al., 1998; DELAVAUD et al., 2000). Em novilhas que
tiveram sua condi¢cdo corporal prejudicada por parasitismo, foi verificado atraso de 10
semanas na aumento da leptina plasmatica no periodo da puberdade (DIAZ-TORGA et al.,
2001).

Entre o 14° e o 15° més de idade, periodo em que ocorreu a primeira ovulagdo nas
novilhas, foi também o momento de maior aumento no peso das novilhas P e NP, que
ovularam. Nas novilhas NO, apesar do ganho de peso, ndo foi verificado aumento na
concentragdo de leptina. Esse dado sugere que a leptina, juntamente ao peso corporal, foi
importante na entrada na puberdade. A elevada concentragdo de leptina, em fun¢do da maior
quantidade de gordura corporal, sinalizaria o SNC de que a novilha estd em boas condigdes
metabolicas e apta para manter uma prenhez, caso ocorra.

Acredita-se que os efeitos da leptina sobre a secrecdo de gonadotrofinas seja mediado,
em parte, pelo neuropeptidio Y (NPY; KALRA; CROWLEY, 1992 ). Esse neuropeptidio,
localizado no hipotdlamo, tem a capacidade de estimular ou inibir a liberagdo de GnRH
(KALRA; KALRA, 1996) em resposta as condi¢des metabolicas do animal.

Terasawa e Fernandez, 2001 sugeriram ser o NPY um importante inibidor durante a

pausa juvenil que antecede a entrada na puberdade, estando associado a ligagdo entre o
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controle da alimentacdo e a secrecdo de GnRH. Assim, pode-se inferir que nas novilhas
Nelore estudadas, a leptina produzida pelos adipdcitos, sinalizaria positivamente que o animal
possui reservas nutricionais adequadas para que a primeira ovulacdo ocorra, inibindo a
secrecao do NPY e assim indiretamente estimulando a liberagao do GnRH.

Em novilhas pré-ptberes sob boas condi¢des nutricionais, o tratamento com leptina
ndo teve efeito sobre a secrecdo de LH (MACIEL et al., 2004a; ZIEBA et al., 2004), se
mostrando incapaz de acelerar o inicio da puberdade (MACIEL et al., 2004b). O efeito da
administracdo de leptina sobre a secre¢do de LH somente pode ser notado em animais
submetidos a restricdo alimentar. Maciel et al. (2002a), ndo obtiveram aumento na amplitude
dos pulsos de LH, mas sim a preven¢ao na redugo da sua freqiiéncia ao tratarem com leptina
novilhas pré-puberes sob restri¢ao alimentar.

Somente em animais adultos submetidos ao estresse nutricional, o tratamento com
leptina tem se mostrado capaz de agir sobre o eixo reprodutivo central (AMSTALDEN, et al.,
2002; ZIEBA et al., 2003; AMSTALDEN et al., 2003), ligando-se a receptores presentes
tanto no hipotalamo, em areas ricas em neuronios para o GnRH, tais como o nucleo arqueado,
area pré-optica e eminéncia média (CUNNINGHAN et al.,1999; JIN et al., 2000) quanto na
hipofise, estimulando a liberagdo do LH (HENRY et al.,, 1999; MORRISON et al., 2002;
MACIEL et al., 2004a; AMSTALDEN et al., 2005).

Nos 60 dias que precederam a primeira ovulacdo, ndo houve diferenca na
concentragdo de leptina entre as novilhas que ovularam, P ¢ NP, e as NO (P > 0,05). O que se
notou foi o aumento progressivo da concentragdo da leptina plasmatica nos animais P,
enquanto nos animais NP e NO ndo houve diferenga (P > 0,5) com a aproximagdo da
ovulagdo (Figura. 18).

Ao analisarmos a concentragdo plasmatica de leptina com o avangar da idade (Figura.
16), encontramos maior concentracao nos animais NP (0,19+0,01 ng/ml) que nos animais P
(0,1240,01 ng/ml; P < 0,05), o que mostra que provavelmente a concentragao plasmatica de
leptina ndo teve agdo sobre a prenhez desses animais. Talvez mais importante para essa
caracteristica tenha sido a forma da variagdo da concentragdo do hormonio, com progressivo
aumento a partir dos 11 meses nas novilhas P. Em relagdo as NO, mesmo apresentando peso
inferior (P > 0,05) as P, ndo houve diferenca no valor médio da leptina, concordando que
mais importante do que a quantidade desse hormoénio ¢ a forma como ele ¢ liberado. O
aumento da concentra¢do da leptina plasmatica sinaliza que o animal esta em boas condi¢des

metabolicas e apto a se reproduzir.
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Assim, esta claro que o aumento da concentragdo da leptina plasmatica, um produto
fisioloégico do balango energético positivo, ocorreu junto ao aumento no peso € parece que
associados, a concentragdo plasmatica de leptina e o peso corporal, podem ter influenciado a
primeira ovulag@o de novilhas Nelore.

Apesar de relatos (YELICH et al., 1996; ROBERTS et al, 1990) de que o aumento na
concentragdo de IGF-I plasmatico em ruminantes seja um dos fatores responsaveis pelo o
inicio da puberdade, por influenciar a secre¢ao de gonadotrofinas (HINEY et al., 1991; 1996;
PONS; TORRES ALEMAN 1993) e também através de suas relagdes com a atividade
ovariana, de grande importancia na precocidade sexual (SPICER; ECHTEMKAMP, 1995;
CAMPBELL, 1999), ndo podemos afirmar que nas novilhas Nelore estudadas o IGF-I tenha
sido determinante para o aparecimento da primeira ovulagdo, ja que ndo foi verificada
diferenca (Figura 23; P > 0,10) na concentracao plasmaticas entre as novilhas que ovularam P
e NP, , e as NO nos 56 dias que precederam a ovulagdo.

O IGF-I plasmatico pode nao ter influenciado o momento da ovulagdo mas parece ter
sido importante na determinacdo da prenhez, o que ficou claro na figura 21, onde observamos
a diferenga na concentracdo (P > 0,10) entre os animais do grupo P, que ficaram prenhes até o
final do experimento, ¢ os animais dos grupos NP e NO, que ndo emprenharam.
Provavelmente a maior concentracdo de IGF-I plasmatico nos animais P, teve acdo direta no
ovario ou utero, ja que em um experimento anterior (de LUCIA, 2002) ndo foi observada
diferenca na concentragao de LH entre novilhas precoces e ndo precoces.

O IGF-I pode atuar sobre os ovarios, de maneira isolada ou sinergicamente as
gonadotrofinas, afetando os foliculos ovarianos (PELL; BATES, 1990). In vitro, os
hormdnios metabdlicos sozinhos ou juntamente com gonadotrofinas afetaram diretamente os
foliculos ovarianos de roedores (HSUEH et al., 1984).

Elevadas concentragdes de IGF-I foram associadas a maior estimulo folicular,
aumentando o numero de foliculos recrutados, e atuando de maneira sinérgica as
gonadotrofinas para estimular o crescimento folicular (LUCY et al., 2000).

O tratamento de fémeas bovinas com r-bST aumentou o recrutamento de pequenos
foliculos através de aumentos no IGF-I e/ou insulina, que agem em sinergia com as
gonadotrofinas (GONG et al., 1993; 1994). O tratamento de vacas com GH levou ao aumento
nas concentragdes circulantes de IGF-I, o que pode ter melhorado a fungdo ovariana e uterina
desses animais (BILBY et al., 1999).

A concentracdo plasmatica do IGF-I, assim como a da leptina, ¢ resultado do balanco

energético positivo, e teve correlagdo com o peso corporal nos animais que ovularam P
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(Figura. 24; P < 0,05) e NP (P < 0,05), mas ndo nas novilhas NO (P > 0,4). Essa correlagdo
aconteceu provavelmente porque o peso, assim como a concentragdo de IGF-I aumentou nas
novilhas P, NP e NO, dos 8 aos 16 meses de idade. Foi verificado por Yelich et al. (1996) que
a concentragdo de IGF-I aumentou na circulagao periférica de novilhas, préximo a puberdade,
quando submetidas a maior ganho de peso comparadas com novilhas alimentadas para ganhar
menos peso, que tiveram menores concentragdes séricas de IGF-I e atrasaram a entrada na
puberdade (YELICH et al., 1996). Correlagdo positiva entre IGF-I, insulina e ECC foi
reportada anteriormente em novilhas e vacas de corte adultas (BISHOP et al., 1994;
VIZCARRA et al., 1998).

A adequada condig@o nutricional também ¢ responsavel por maiores concentragdes de
glicose circulante, em fun¢do do aumento na secre¢do de insulina, capaz de suprir os
nutrientes para a sintese de neurotransmissores que controlam a secre¢do de GnRH. A
insulina pode atuar também diretamente nos ovarios, aumentando a producao de progesterona
(ROBINSON, 1990) e indiretamente, via elevacdo de GH e IGF-I, aumentando o pool/
folicular.

Animais sob boas condigdes nutricionais apresentaram elevadas concentragdes
plasmaticas de IGF-1 (LUCY et al., 1992) e de insulina. Em geral, os efeitos da insulina nas
células ovarianas sdo positivos, estimulando a proliferacdo das células da granulosa e a
produgdo de progesterona. Estudos realizados com suinos, ovinos ¢ bovinos demonstraram os
efeitos estimulantes da insulina e IGF-1 na proliferacdo das células da granulosa e sintese de
DNA (SPICER et al., 1993). Em bovinos,verificou-se que o IGF-1 além de estimular a
proliferacdo mitotica das células da granulosa, aumenta a produgdo de esterdides por essas
células, induzida pelo FSH (SPICER et al., 1993).

Como ndo houve diferenca na idade a primeira ovulacao, sendo 14,6 meses de idade
para as novilhas P e 14,8 meses para as NP, ndo foi possivel afirmar que os animais que
entraram na puberdade primeiro foram mais precoces, ja que ndo houve diferenca na idade a
puberdade. O que levou os animais a emprenharem primeiro, no caso das novilhas P pode ter
sido o maior estimulo folicular causado pelo IGF-I apos a entrada na puberdade. O que pode
ser baseado em De Lucia et al. (2002), que observaram maior didmetro folicular entre 12 ¢ 14
meses em novilhas Nelore precoces, sendo que aos 12 meses verificou-se o inicio da
diferenciag¢do na concentracdo de IGF-I plasmatico entre as novilhas que ficaram prenhes ¢ as
que nao ficaram (Figura 21).

Como o IGF-I aumentou durante a puberdade, inferimos que ele provavelmente

contribuiu para o processo de maturacao sexual (HINEY, 1996), pois esteve relacionado a
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parametros somaticos como o peso (PAO et al., 2003), atuando como indicador metabolico e
sinalizando a leitura fisioldgica para a maturacao sexual (PONS; TORRES ALEMAN, 1993),
no entanto ndo foi determinante para desencadear a ovulagao. O modelo de liberagao de IGF-I
encontrado parece ter sido importante para a determinagdo da precocidade sexual nas novilhas

Nelore.
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15 CONCLUSOES

1 O anticorpo anti r-eLEP produzido em coelho apresentou sensibilidade suficiente para

detectar concentragdes de leptina circulante no plasma bovino quantificadas pelo RIA

2 O ensaio para a quantificacdo de leptina plasmadtica bovina apresentou sensibilidade,
especificidade, precisdo e estabilidade, sendo considerado véalido e com as caracteristicas

adequadas ao desenvolvimento de um RIA confidvel.

3 A leptina participou do processo da puberdade das novilhas Nelore estudadas, juntamente

com o peso, € o IGF-I se mostrou determinante no estabelecimento da prenhez.
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