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RESUMO

A idade a puberdade é uma caracteristica de grande importancia para pecuaria de
corte, por possibilitar a antecipacdo da atividade reprodutiva das fémeas
aumentando a produtividade do setor pecuario. A antecipacdo da idade a
puberdade é possivel devido a influéncia de fatores ambientais e genético, sobre
esta caracteristica. A interacéo da fisiologica da puberdade com esses fatores néo
esta completamente esclarecida, dificultando a aplicacdo de manejos para sua
reducdo. Para melhor compreender a fisiologia da puberdade em novilhas Nelore,
estudou-se a participacdo do hormonio leptina, do gene do receptor da leptina e
os perfis bioquimico e hematolégico na ocorréncia da puberdade. O trabalho foi
realizado acompanhando 56 novilhas Nelore criadas a pasto durante um periodo
de 17 meses. Durante o periodo experimental foram coletados amostras de
sangue em intervalos de dois meses para a dosagem de leptina e caracterizacao
dos perfis bioquimico e hematolégico, e na primeira colheita coletou-se sangue
para o0 sequenciamento do receptor da leptina. Das varidveis analisadas
observou-se relacdo com a ocorréncia da puberdade nas concentracdes de
proteina total, globulina, fésforo, magnésio, fosfatase alcalina (ALP), aspartato
aminotransferase (AST) e na quantificacdo de hemacias, hematdcrito e plaquetas.
No presente estudo ndo foi possivel definir a participacdo dos componentes
bioguimicos e hematolégico com a ocorréncia da puberdade, havendo a
necessidade de mais estudo para melhor compreensdo desta relacdo. Ha
também a necessidade de um melhor entendimento da participacdo do horménio
leptina com a fisioldgica da puberdade, além de estudo mais detalhado do gene
do receptor da leptina, buscando um marcador molecular confiavel para

precocidade sexual.

Palavras Chaves: Bioguimica sanguinea, Bos taurus indicus, bovino de corte,

leptina, precocidade sexual, progesterona



Xiv

ABSTRACT

The age of puberty is a feature of great importance in beef cattle for it allows the
anticipation of the reproductive activity of females and increases the productivity of
the livestock sector. Anticipation of the puberty is possible due to the influence of
environmental and genetic factors on this feature. The interaction of pubertal
phisiology with these factors is not fully understood, hindering the application of
managements for its reduction. To better understand the puberty physiology in
heifers, we studied the involvement of the hormone leptin, leptin receptor gene
and biochemical and hematological profiles in the occurrence of puberty. The
study was conducted following 56 heifers raised on pasture during 17 months.
Blood samples were collected at intervals of two months for biochemical
characterization, hematological profiles, and to measure progesterone and leptin
concentrations as well as the leptin receptor gene sequence. We observed a
correlation between the occurrence of puberty and total protein, globulin,
phosphorus, magnesium, alanine fosfatase (ALP), aspartate aminotranferase
(AST), the number of red blood cells, hematocrit and platelets. In the present study
it was not possible to define the role of biochemical and hematological
components with the occurrence of puberty, thus more studies are necessary to
better understand this relationship. A better understanding of the involvement of
leptin in the pubertal phisiology more detailed study on leptin receptor gene,

seeking a reliable molecular marker for sexual precocity, are also necessary.

Keywords: Biochemical profile, beef cattle, Bos taurus indicus, leptin,

progesterone, sexual precocity



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A pecuaria brasileira, com o maior rebanho comercial do mundo, possui
a capacidade de produzir carne e leite a pasto. Producao esta associado ao baixo
custo da méo de obra e das areas de pastagens permite o resultado de um
produto competitivo no mercado internacional. Porém, apesar dessa alta
capacidade de producao, os indices produtivos e reprodutivos dos rebanhos sao
baixos, necessitando ainda de conhecimentos cientificos e tecnologicos regionais,
para melhorar o indice zootécnico das propriedades.

Para melhorar a eficiéncia produtiva faz-se necessario a realizacédo de
mais pesquisas em caracteristicas reprodutivas, pois segundo MONSALVES
(2008) a selecao para precocidade sexual tem efeito consideravel na lucratividade
das propriedades rurais. Na literatura sdo descritos varios trabalhos relacionados
a reproducdo, em sua maioria sobre bovinos de origem européia. Porém ainda se
conhece pouco sobre a fisiologia reprodutiva de bovinos zebuinos que representa
a maior parte do rebanho de corte brasileiro.

O conhecimento da fisiologia reprodutiva de zebuinos é importante na
eficiéncia da utilizacao de biotécnicas da reproducéo, tais como a transferéncia de
embrides e a inseminacao artificial em tempo fixo, além de melhorar o0 manejo das
propriedades, visando a otimizacdo do sistema produtivo e 0 maior retorno
econdémico.

Para compreender a fisiologia reprodutiva do gado zebu e suas
interacbes com fatores ambientais e genéticos, tém-se utilizado tecnologias como
a ultrassonografia, dosagens hormonais e avaliagcdo génica, permitindo assim
desenvolver alternativas para alcancar com eficiéncia a reproducdo destes
animais.

Dentre as descobertas relacionadas a fisiologia animal encontra-se o
horménio leptina, peptideo produzido pelo tecido adiposo com grande potencial
de influenciar a reproducdo animal, uma vez que é considerado um elo entre a

condicao nutricional do animal e a manifestacdo das caracteristicas reprodutivas



(WILLIANS et al., 2002). Associado a este horménio, também pode ser descrito a
caracterizagao no gene de seu receptor para a identificagéo de polimorfismos que
possam estar associados a ocorréncia precoce da puberdade, podendo estes
serem utilizados como marcadores moleculares na selecdo para precocidade
sexual.

Além dos hormdnios que influenciam na fisiologia reprodutiva, varios
componentes do metabolismo animal também exercem fun¢des importantes na
reproducdo. Sendo assim a avaliacdo do perfil metabdlico pode ajudar a
compreender a fisiologia reprodutiva, bem como sua interagdo com o meio
ambiente. Dentre esses metabolismos destacam-se o proteico e o0 energético, que
estdo relacionados com a disponibilidade e equilibrio dos componentes da dieta

fornecida ao animal.



2 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

2.1 Bovinocultura de corte

O rebanho bovino brasileiro € formado predominantemente por animais
zebuinos (Bos taurus indicus) (ABEYGUNAWARDENA & DEMATAWEWA, 2004),
que representa cerca de 85% do gendtipo (McMANUS et al., 2002), com maior
participacéo da raca Nelore.

Estes bovinos apresentam diferencas no potencial de crescimento
entre os individuos, decorrentes e fundamentalmente da variabilidade genética.
Portanto, para buscar melhor desempenho produtivo, ha necessidade de melhorar
a qualidade dos rebanhos por meio do melhoramento genético (BOLIGON et al.,
2008). A busca pela precocidade tornou-se prioridade nos programas de selecao,
pois com a obtencdo de animais precoces a rentabilidade do sistema é
favorecida, por reduzir o tempo de permanéncia dos animais nao produtivos nas
fazendas (SIQUEIRA et al., 2003).

Para a implantacdo de um programa de selecdo € necessario a
elaboracdo de acasalamento que produzam uma populacdo com caracteristicas
desejaveis e com uma troca permanente e estavel do genotipo (GARNERO et al.,
2006). A selecdo natural do gado zebu favorece sua tolerancia ao calor, aos
parasitas e habilidade em sobreviver em condi¢cdes climaticas desfavoraveis, o
que tornou os animais bem adaptados as condicbes de cerrado brasileiro
(ABEYGUNAWARDENA & DEMATAWEWA, 2004).

As pressoOes exercidas pelo mercado e a necessidade de producédo de
carne bovina de boa qualidade, de forma eficiente e competitiva, tem estimulado
pecuaristas e pesquisadores a buscarem alternativas de critérios de selecao,
tanto para a precocidade de crescimento como para a sexual (GARNERO et al.,
2001). E importante salientar que o longo periodo em que as fémeas s&o
mantidas na propriedade sem produzir bezerros eleva os custos de produgéo,
bem como atrasa o processo de selecdo genética do rebanho (RESTLE et al.,
1999).

O desempenho reprodutivo de novilhas consiste em um dos principais

critérios a serem incluidos na avaliacdo da eficiéncia reprodutiva de um rebanho,



quando se almeja o aumento do retorno financeiro. Dentre as caracteristicas a
serem selecionadas destaca-se a idade a puberdade, que é um importante evento
da vida de uma fémea por ser o inicio da atividade reprodutiva da mesma
(MARSON et al., 2004).

No Brasil, as caracteristicas utilizadas como critério de selecdo para
alcancar melhoria genética em bovinos de corte sdo principalmente as de
crescimento. A selecdo de caracteristicas reprodutivas diretamente ligadas a
precocidade e fertilidade sexual apresenta dificuldades no momento da coleta de
dados devido as influéncias sofridas por esta caracteristica. Diversas
caracteristicas reprodutivas, como idade a puberdade, idade a primeira cria,
prenhez de novilhas, entre outras, tem sido utilizadas no intuito de otimizar o
desempenho reprodutivo das fémeas (SILVA et al., 2005).

A idade a puberdade em fémeas é uma caracteristica importante em
gado de corte por reduzir o intervalo entre geracdes a medida que o sistema de
producdo se torna mais competitivo. No entanto, sdo poucas as informacdes
sobre os efeitos da raca e da heterose na idade e peso a puberdade em fémeas
de gado de corte (RESTLE et al., 1999). Sabe-se que o aumento da eficiéncia do
setor de cria pode ser atingido pela reducdo na idade ao primeiro parto, sendo
esta alcancada quando elevada proporcdo de novilhas apresenta cio ao inicio da
estacdo de monta, aos 15 meses de idade (SIQUEIRA et al., 2003).

2.2 Puberdade

A puberdade tem varias definicdes, entre elas estdo incluidas: a idade
ao primeiro estro, idade a primeira ovulacdo e idade no qual a fémea pode
suportar a prenhez sem efeitos deletérios ao desenvolvimento da novilha
(SENGER, 2005). O que melhor definiria a puberdade seria 0 momento
caracterizado por um mecanismo esteroidal de feedback negativo e aumento na
concentracdo de hormonio luteinizante (LH), que resulta na primeira ovulacao,
com formacdo de um corpo liteo funcional e manutencdo da concentracdo de

progesterona acima de 1 mg/ml, seguida de um pequeno ciclo estral e o inicio de



um ciclo normal logo apds (PERRY et al.,, 1991; SANTIAGO et al., 2001;
NOGUEIRA, 2004).

NAKADA et al. (2002) descreveram que a partir de um a trés meses de
idade, bezerras tendem a ter a maturacdo do sistema hipotalamico-hipofisiario-
gonadal, portanto adquirem a capacidade endocrina de manifestar estro.
Entretanto, uma grande sensibilidade ao efeito negativo do estradiol ndo permite
que o estro ocorra (SCHILLO, 2003). Com a aproximacdo da puberdade ocorre
reducdo ao efeito negativo do estradiol com aumento na secrecdo do hormdnio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) que desencadeia um acréscimo na liberacao
de LH, estabelecendo a atividade gonadal (CARDOSO & NOGUEIRA, 2007).
Estudos indicaram que ovécitos de novilhas Bos taurus indicus pré-puberes com
nove meses de idade tém a mesma competéncia de desenvolvimento no cultivo in
vitro quando comparados com ovocitos de vacas, competéncia essa, alcancada
muitos meses antes do inicio da puberdade (CAMARGO et al., 2005)

Durante muito tempo os termos precocidade, puberdade e maturidade
sexual tém sido utilizadas como sinénimos. Em seu trabalho, LANNA &
DELGADO (2000) distinguiram esses termos relacionando a precocidade sexual a
velocidade com que o animal atinge uma propor¢cdo de seu peso adulto;
puberdade é a idade em que a fémea expressa sua capacidade de reproducéo e
a maturidade, ao apice de seu potencial reprodutivo. BYERLEY et al. (1987)
ressaltaram que a maturidade sexual é um fenbmeno que se continua apos a
puberdade e desta forma, MORAN et al. (1989) evidenciaram que a ocorréncia da
puberdade e a maturidade sexual ndo sao sinbnimos, uma vez que, apés a
puberdade é necessario algum tempo até que o sistema reprodutivo esteja pronto
para a concepgao.

A fertilidade funcional, fisiologica e comportamental foi amplamente
estudada por ROMANO (1997) que caracterizou a maturidade sexual como a
ocorréncia de trés ciclos estrais consecutivos e completos, em intervalos
regulares, acrescidos de sinais de comportamento de estro. Assim, espera-se que
a fémea ao ser introduzida em sua primeira estacdo reprodutiva, ja esteja
ciclando, concordando com BYERLEY et al. (1987) ao afirmarem que as novilhas
sdao maduras ao terceiro estro e apresentam fertilidade superior quando

comparada aquela do estro puberal. STAIGMILLER et al. (1993) afirmaram ainda



que, o desenvolvimento uterino subsequente ao estro puberal ndo é adequado
para a manutencdo da gestacdo em algumas novilhas, e que a maturacgao uterina
€ um processo que também continua apds a puberdade.

A idade a puberdade € o inicio da atividade reprodutiva e sua
ocorréncia precoce possibilita a antecipacdo do retorno econdmico das fémeas
em recria, porém esta caracteristica € dependente de varios fatores como
nutricdo, genotipo, peso corporal, manipulacdo hormonal e bioestimulacéo
(GARVERICK & SMITH, 1993; MENEGAZ et al., 2008; FIOL et al.,, 2010;
RODRIGUES et al., 2013). Pesquisas tém demonstrado que a idade a puberdade
esta correlacionada positivamente com o peso dos animais, portanto o manejo
nutricional deve ser focado em fatores que a estimule, pois essa € uma
caracteristica produtiva importante (SCHILLO et al., 1983; BERGFELD et al.,
1994). A puberdade em novilhas Bos taurus taurus quando alimentadas com dieta
com grande quantidade de concentrado pode ocorrer entre os trés e quatro
meses de idade. O status nutricional € mostrado como um importante regulador
dos mecanismos que conduzem a puberdade em novilhas (GASSER et al., 2006).

Os efeitos da nutricdo com relacdo ao inicio da atividade ciclica foram
amplamente revisados por SCHILLO et al. (1992), demonstrando que esses sao
importantes, particularmente em novilhas. O ganho de peso adequado é
necessario para que novilhas iniciem essa atividade e continuem a apresentar
ciclos estrais normais. A subnutricdo, tanto quanto a superalimentacao, trazem
consequéncias para o estabelecimento da puberdade em novilhas, sendo que a
subnutricdo das fémeas em fase de crescimento determina retardo da puberdade
e baixas taxas de gestacdo (PATTERSON et al, 1992). O efeito da
disponibilidade de alimentos sobre -caracteristicas reprodutivas também foi
observado por WETTERE et al. (2011) em que 0s animais com menor
disponibilidade de nutrientes tiveram um menor desenvolvimento dos foliculos e
uma menor competéncia de maturacéo in vitro.

O peso vivo das novilhas € um elemento que afeta a sequéncia de
eventos que desencadeiam a puberdade (PATTERSON et al., 1992). E sabido
qgue novilhas de corte podem atingir a puberdade com cerca de 60% a 85% do
peso adulto (ARIJE & WILTBANK, 1971; MONTANHOLI et al., 2004; FRENEAU

et al., 2008). Variacdes sao justificadas pelo manejo alimentar e variagdo genética



de cada rebanho. Propriedades que trabalham com um manejo nutricional que
proporciona maior ganho de peso tendem a antecipar a vida reprodutiva das
novilhas, pois uma fémea com desenvolvimento inicial maior tende a atingir a
idade reprodutiva precocemente (MENEGAZ et al., 2008).

MONTANHOLI et al. (2004; 2008) trabalhando com ganho de peso de
novilhas na fase de recria observaram que os animais com maiores taxas de
ganho de peso possuiam melhor desenvolvimento do trato reprodutivo, o que
sugere melhores chances de se tornarem gestantes durante o acasalamento.
MONTEIRO et al. (2013) observaram em seu trabalho que novilhas com maiores
pesos a desmama e no periodo pds-desmama entram mais cedo em puberdade,
portanto manejos que antecipem este evento fisiologico favorecem a
manifestacdo precoce do comportamento sexual. A analise do desenvolvimento
de novilhas € uma maneira de mostrar a importancia do peso e da selecédo de
animais de maior crescimento no inicio do acasalamento para que sejam
alcancados indices de gestacdo que aumentam a produtividade, melhorando a
eficiéncia do sistema (BARCELLOS et al., 2006).

GASSER et al. (2006) observaram que manejos alimentares que
proporcionam melhor desenvolvimento estdo associados ao aumento dos pulsos
de LH e antecipacdo da puberdade, porém estes descrevem que a interacao
fisiolégica entre nutricio e puberdade ndo estd esclarecida. Portanto o
conhecimento das modificacdes endocrinofisioldgicas que ocorrem antes e apoés a
puberdade e os fatores que as influenciam, tem sido alvo de estudos ao longo do
tempo (GONZALEZ-PADILHA, 1975; DAY et al.,, 1987; NOGUEIRA, 2004;
CARDOSO & NOGUEIRA, 2007; WILLIANS et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2010;
HAUSMAN et al., 2012).

2.3 Perfil metabdlico

Uma das maneiras utilizadas para avaliagdo do status nutricional de
rebanhos bovinos tem sido o escore corporal, que trata de uma avaliacao visual
da cobertura muscular e deposicdo de gordura subcutanea nos animais
(STRADIOTTI JUNIOR & COSER, 2012). Estudos tém utilizado como ferramenta



auxiliar a avaliacdo do perfil metabolico em ruminantes por meio de analise dos
componentes bioquimicos do sangue, que refletem de maneira confiavel o
equilibrio entre o ingresso, 0 egresso e a metabolizacdo dos nutrientes nos
tecidos dos animais (GONZALEZ et al., 2000).

A utilizacdo do perfil metabdlico em animais de produgdo atua como
um meétodo auxiliar na avaliacdo de rebanhos com diferentes indices produtivos e
reprodutivos, representando também uma importante ferramenta auxiliar no
diagnéstico de doencas metabdlicas (PEIXOTO, 2004).

Os componentes sanguineos que podem ser utilizados na
determinacao do perfil metabdlico sdo aqueles que representam as principais vias
metabdlicas do organismo. O metabolismo energético € representado pelos
teores de glicose, colesterol e betahidroxibutirato. O metabolismo proteico é
representado pelas concentracbes de uréia, hemoglobina, globulinas, albumina e
proteinas totais e o perfil mineral pode ser representado pelo calcio, fosforo
inorganico, magnésio, sodio e potassio (WITTWER & CONTRERAS, 1980;
DIRKSEN & BREITNER, 1993). Além dos estudos destes componentes
sanguineos pode-se acrescentar indicadores do funcionamento hepético, tais
como as enzimas AST (aspartato aminotransferase)), GGT (gama
glutamiltransferase) e GLDH (glutamato desidrogenase) (GONZALEZ, 1997).

Na avaliacdo do metabolismo energético a glicose € um dos principais
componentes de escolha, pois em condicbes de campo, pode ser observado
hipoglicemia quando ocorre um balango de energia severamente negativo
(PAYNE & PAYNE, 1987). Este componente possui relagcdes com a fertilidade de
rebanhos bovinos e o aumento da glicemia promove melhores indices de
fertilidade (DOWNIE & GELMAN, 1976).

Os baixos teores de energia na dieta levam a uma insuficiente ingestao
energética resultando em baixo desempenho reprodutivo, atraso na idade a
puberdade, atraso no intervalo da primeira ovulacdo e cio pés-parto, além de
reducdo nas taxas de concepcdo e de prenhez (PEIXOTO & OSORIO, 2007).
Segundo VAZ et al. (2012), a suplementacdo energética a campo durante o
periodo reprodutivo melhora linearmente o desenvolvimento e o desempenho
reprodutivo de novilhas de corte elevado as taxa de gestagdo na estacao de

monta.



Variagbes negativas dos componentes do metabolismo proteico podem
estar relacionadas com deficiéncia proteica na alimentagdo e dietas com menos
de 10% de proteina que podem resultar em déficit (KANEKO et al., 1997).
STRADIOTTI JUNIOR & COSER (2012) sugerem que a sintese proteica esta
diretamente relacionada com a condicdo nutricional do animal, sendo que a
reducdo das proteinas totais no plasma pode estar ligada as falhas hepaticas,
transtornos renais e intestinais, hemorragias ou deficiéncia na nutricdo. Associado
as alteracdes nas concentracdes de proteina total, também utilizam-se as
concentracbes de uréia e albumina para avaliar o metabolismo proteico dos
animais. Sendo a uréia um indicador sensivel e imediato da ingestdo de
proteinas, ao contrario da albumina que é um indicador em longo prazo do status
proteico.

A nutricdo proteica possui um importante papel no desempenho de
bovinos de corte e a baixa disponibilidade de proteina na dieta € um dos
principais responsaveis pelo baixo desempenho produtivo e reprodutivo desses
animais (PEIXOTO & OSORIO, 2007). FIGUEIREDO et al. (2008) avaliando
diferentes suplementos proteico para novilhas, concluiram que suplementacdes
que proporcionam um rapido desenvolvimento influéncia positivamente no
desempenho reprodutivo de novilhas.

A andlise dos componentes do metabolismo mineral no organismo €&
importante na interpretacdo do balan¢co dos minerais para o organismo animal.
(GONZALEZ, 2000). Segundo MOREIRA et al. (2011) e SIGNORETTI et al.
(2013) a suplementacdo mineral adequada e uma boa disponibilidade destes
nutrientes, associado a uma melhor qualidade de pastagens, proporcionam bom
desenvolvimento de novilhas e consequentemente um melhor desempenho
produtivo e reprodutivo dos animais. Vale lembrar que, assim como a deficiéncia
energética e proteica, o desbalanco dos minerais para os bovinos pode afetar
negativamente a fertilidade, o ganho de peso, a producéo de leite e a saude dos
mesmos (FICK et al., 1978).

O estudo do perfil metabolico pode colaborar no entendimento do
balango nutricional de um rebanho. Em situagbes de desequilibrio o organismo
animal responde com alteracdbes nas concentracdes dos componentes

sanguineos (CONTRERAS, 2000). O perfil metabdlico ndo é um exame
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nutricional, uma vez que o0s metabdlitos ndo sdo indicadores da condi¢édo
nutricional dos individuos. Assinalam quando foi alterada a capacidade de
homeostase sendo, portanto, indicador do balanco metabdlico nos animais. Por
isto, o perfil metabdlico constitui um complemento ao nutricionista para orienta-lo
nas suas decisdoes (WITTWER, 2000).

Ao avaliar as concentracdes sanguineas do perfil metabdlico ha
necessidade de considerar as caracteristicas do rebanho, a localizacédo
geografica e o estado fisiolégico dos animais, uma vez que estes componentes
sofrem variagBes decorrentes da fisiologia e do manejo ao qual o animal esta
submetido (SATRADIOTTI JUNIOR & COSER, 2012). A adequada interpretacéo
dos valores encontrados no perfil metabdlico sanguineo depende do
conhecimento da fisiologia e bioquimica animal, além da fonte e a funcéo de cada
um dos metabdlitos avaliados. Os métodos utilizados na sua determinacao,
também, sdo de suma importancia na definicdo do perfil metabdlico (WITTWER,
2000).

2.4 Leptina

2.4.1 Hormonio leptina

A leptina € o hormdnio produto do gene da obesidade, que atua no
sistema nervoso central e nos tecidos periféricos modulando o apetite e o
metabolismo energético (HOUSEKNECHT et al., 1998). A caracterizacdo do gene
da leptina foi realizada em ratos e em humanos, recebendo a denominacéo de
gene da obesidade ou da leptina (ZHANG et al., 1994). Este gene também foi
caracterizado em outras espécies como suino (RAMSAY et al.,, 1998), frango
(TAQUIS et al., 1998) e bovino (JI et al., 1998). A sequéncia de aminoacidos do
gene da leptina € altamente conservada, mantendo de 84 a 97% de homologia
entre camundongos, ratos, humanos, e bovinos. Este gene é expresso
principalmente pelo tecido adiposo (ZHANG et al., 1994).

Em ruminantes, como em outras espécies, a leptina € secretada por
adipdcitos (JI et al., 1998), tornando-se um dos melhores marcadores fisioldégicos
da condicdo corporal, ingestdo alimentar e gasto energético (HOUSEKNECHT et
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al., 1998). As concentracdes de leptina circulante podem variar de acordo com a
concentragdo e distribuicdo da gordura, portanto o aumento deste tecido resulta
numa maior secrecéo desse horménio (DELAVAUD et al., 2002).

A descoberta deste horménio se deu a partir de estudos com
camundongos obesos, em que camundongos pertencentes as linhagens ob/ob e
db/db séo trés vezes mais pesados do que as linhagens selvagens (COLEMAN &
HUMMEL, 1973). Numa série de estudos entre estas duas linhagens de
camundongos, verificou-se que a linhagem ob/ob foi incapaz de produzir um fator
circulante presente no tecido adiposo da linhagem db/db. O achado mais
interessante deste estudo foi a constatacao de que a linhagem ob/ob perdeu peso
quando conectou-se 0 sistema circulatério com o da linhagem db/db,
demonstrando que seu cérebro respondia a este fator (COLEMAN, 1973).

A produgéo de leptina recombinante e administragdo em camundongos
da linhagem ob/ob que levou a perda de peso e reducdo da ingestdo caldrica
(CAMPFIELD et al., 1995). Além da diminuicdo da ingestdo de alimentos e perda
de peso corporal, a leptina pode ter influéncias positivas sobre o sistema
reprodutivo (PORETSKY, 1991), pois o fornecimento de leptina exdgena atuou
nos ovarios aumentando o seu peso e do numero de foliculos em ratos (BARASH
et al., 1996).

A leptina tem sido relacionada com a interacdo entre nutricido e
reproducdo (BOLAND et al, 2001), sua acdo neuroendocrina tem efeito
estimulatorio sobre o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, possuindo um papel
importante na sinalizagdo da condigdo nutricional para o eixo central da
reproducdo (ZIEBA et al., 2004). Além de agir localmente, regulando o tamanho
dos foliculos e qualidade dos ovdcitos (BOLAND et al., 2001).

A leptina age centralmente no eixo hipotalamo-hipofise influenciando a
secrecdo de GnRH acdo mediada via neuropeptideo Y (NPY). Esse peptideo
possui um padréo elevado de expressado no hipotadlamo e na hipdfise anterior de
bovinos e em é&reas do cérebro relacionadas com a regulagdo do consumo
alimentar e o balanco energético. O NPY é o mediador da acdo da leptina no
hipotalamo sobre a regulacdo do LH, possuindo efeito inibitério, dependente da
condicao nutricional. Em ruminantes e monogastricos, sobre restricdo nutricional,

ocorre a reducdo da acao da leptina e aumento a atuacdo do NPY, resultando em
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supressao de liberagédo de LH. Portanto o aumento das concentragdes de leptina
na circulacdo reduz a sintese e secrecdo de NPY, o que permite o aumento de
secrecdo hipotalamica de GnRH e consequentemente de LH (WILLIANS et al.,
2002; OLIVEIRA et al., 2010).

O possivel mecanismo de regulacdo pela leptina envolve inter-
receptores de leptina nos neurdnios, que provocam liberacdo de alfa-endorfinas,
as quais tém impacto positivo sobre os neurbnios secretores de GnRH, além de
sensibilizar regibes do cérebro, sensiveis a glicose, as quais influenciam a
secrecdo de GnRH (CUNNINGHAM et al., 1999).

Atualmente é descrito que a acdo da leptina sobre a secrecao de LH é
regulada pela atuacdo da kisspeptin diretamente nos neurbnios hipotalamicos
secretores de GnRH, sendo portando um mediador dos efeitos da leptina sobre a
secrecdo de LH. A restricdo caldrica e jejum reduz a expressdo de mRNA
hipotalamico kisspeptin, sendo que o tratamento com este hormonio resulta no
reestabelecimento da secrecdo normal LH (HAUSMAN et al., 2012). Segundo
HASHIZUME et al. (2010) a aplicacdo de Kisspeptideo resulta no aumento da
secrecao de LH, fato este também descrito por CARATY et al. (2012) ao citar a
atuacdo do kisspeptideo decorrente ao estimulo a secrecdo de GnRH pelo
hipotdlamo, portanto em condicbes adequadas de formacdo de reservas
energéticas e atividade secretoria de leptina pelos adipdcitos, hd um aumento na
secrecédo de kisspeptideo e consequentemente de LH (HAUSMAN et al., 2012).

Observacgotes feitas por CUNNINGHAM et al. (1999), sugeriram que a
leptina representa um sinal metabodlico para o sistema reprodutivo neuro-
endocrino e que, sob condi¢cbes inadequadas de reserva energética, baixas
concentragbes de leptina atuam como uma “chave metabdlica” a fim de inibir a
atividade reprodutiva em ambos os sexos. Em restricbes alimentares de 2-3 dias
ocorre reducdo nas concentracoes de leptina, simultaneamente com reducdes da
frequéncia de pulsos de LH (AMSTALDEM et al., 2003).

Além da atuacdo enddcrino fisiologica da reproducdo como sinalizador
da condicéo nutricional do animal € descrito a interacdo hormonal da leptina com
0 inicio da puberdade (ZIEBA et al., 2004), em que € observado o aumento das
concentracdes de leptina circulante durante o desenvolvimento puberal e ativacao

do eixo reprodutivo, permitindo que ocorréncia da puberdade (HAUSMAN et al.,
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2012). Em ratos tem sido observado que os niveis de leptina no plasma
aumentam com a aproximacéo da puberdade e administracdo central de leptina
nestes animais, mesmo com restricdbes dietéticas, € capaz de induzir a
puberdade, o que indica que a leptina possa ser um sinal metabdlico para o inicio
da puberdade (QUINTERO & RUIZ CORTEZ, 2008).

A relagédo da leptina com a puberdade de novilhas mesticas de racas
leiteiras foi verificada por GARCIA et al. (2002) em um experimento no qual tanto
a leptina circulante quanto a expressdo do gene da leptina aumentaram
significativamente com a aproximacdo da puberdade, embora os valores
observados para estas duas varidveis ndo tenham sido correlacionados. Ainda
nesse estudo, aumentos no peso vivo corporal e na concentracdo de fator
semelhante a insulina | (IGF-I) no soro dessas fémeas foram associados com o
aumento das concentragdes de leptina no soro e da expressao génica.

Estudos em rebanhos bovinos tém demonstrado que a expressao
génica e a concentracdo da leptina circulante sdo afetadas pelo fluxo de
nutrientes e associadas com alteracdes nas concentracfes séricas de insulina, de
IGF-1 e de LH em novilhas na fase de pré-puberal (AMSTALDEN et al., 2000).
Além disso, a administracdo de leptina recombinante de ovino estimula
significativamente a secrec¢ao de insulina pelo péancreas e de LH pela glandula
pituitaria de vacas ovariectomizadas e em jejum por 60 horas (AMSTALDEN et
al., 2002).

Dentro de certos limites, a idade a puberdade pode ser afetada pela
ingestdo de energia dietética, pela taxa de crescimento e pela adiposidade. A
restricio moderada de energia da dieta e o crescimento restrito atrasam a
puberdade, principalmente, inibindo a frequéncias de pulsos de LH, que ocorre,
em parte, devido a elevada sensibilidade ao efeito negativo do estradiol e a falta
de um sinal de hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) (WILLIANS et al.,
2002).

2.4.2 Gene do receptor da leptina
A acédo da leptina no sistema nervoso central ocorre por receptores nas

regides hipotalamicas envolvidas na regulacdo do comportamento alimentar,
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reproducdo e crescimento, onde estdo co-expressos com neuropeptideos
reguladores da expresséo de leptina, tais como o NPY e POMC (ELMQUIST et
al., 1998). Também foram identificados receptores nas células gonadotropicas da
hipdfise anterior (JIN et al.,, 2000), células da granulosa, da teca, e células
intersticiais do ovario (KARLSSON et al., 1997) e endométrio (KITAWAKI et al.,
2000).

O receptor da leptina € responsavel pela acdo da leptina, sendo uma
proteina que apresenta seis diferentes isoformas nos tecidos dos animais (Ob-Ra,
Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re, Ob-Rf) que sédo encontradas em diferentes tecidos
animais, como cérebro, tecido adiposo, placenta e génodas (TARTAGLIA et al.,
1997), portanto alteracbes no gene do receptor da leptina pode resultar na
incapacidade deste receptor em camundongos (SOARES & GUIMARAES, 2001).
O gene deste receptor foi mapeado em bovinos, o qual foi descrito no
cromossomo 3 com 20 exons (PFISTER-GENSKOW et al., 1997) possuindo uma
homogenia de 84 e 78% com as sequéncias de humanos e camundongos,
respectivamente (TARTAGLIA et al., 1997; CHEN et al., 1996).

Os receptores de membrana do hormonio leptina desempenham
funcdo primordial para desencadear estimulos celulares na presenc¢a do hormonio
especifico, caso estes receptores apresentem alguma alteracdo, o animal pode
nao responder a acdo hormonal, comprometendo a funcgéo fisiolégica do mesmo.
A identificacdo de polimorfismos associados ao gene do receptor da leptina torna-
se importante, pois ao estudar a dinamica hormonal, deve-se ater a interacdo do
hormdnio com os seus receptores nos tecidos alvos (KOMISAREK & DORYNEK,
2006).

O interesse por este gene ocorre devido as interagcbes de
polimorfismos neste receptor associado a melhores indices produtivos e
reprodutivos, bem como alteragdes fisiologicas (LIEFERS et al., 2004; ALMEIDA
et al., 2008; PINTO et al.,, 2011; NASCIEMNTO et al., 2012). KOMISAREK &
DORYNEK (2006) descrevem a ocorréncia de polimorfismo no receptor da leptina
associado a alteracdes da composicdo quimica do leite em bovinos da raca
Jersey, que resultou no aumento de componentes como gordura e proteina.

Portanto, o estudo do gene do receptor da leptina busca a identificacdo de
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marcadores moleculares que possam ser utilizados no melhoramento genético
dos animais de producao (LIEFFRES et al., 2004).

Os marcadores moleculares sdo ferramentas da biotecnologia, que
proporcionam uma melhoria na identificacdo e selecdo de animais de
desempenho superior. Estes marcadores séo originados de varia¢gdes no codigo
do material genético dos individuos segregado pelas geracdes. A aplicacdo desta
tecnologia permite mudancas genéticas em um ritmo cada vez mais acelerado
dentro das populacdes, uma vez que permite selecdo de animais que tenham e
transmitem caracteristicas desejaveis a uma populacdo. Portanto a selecdo por
marcadores moleculares permite a obtencdo de caracteristicas fenotipicas e
genotipicas que levem ao aumento da quantidade e da qualidade do produto
(GOES et al., 2012).

PFEIFER et al. (2008) descreveram a associagao de polimorfismos
como possiveis marcadores moleculares, ao relaciona-los com melhor
desempenho reprodutivo como melhoria nos resultados dos protocolos de
inseminacao artificial em tempo fixo, reducdo do intervalo entre partos, melhoria
da eficiéncia reprodutiva e reducédo da idade a puberdade. Estas observacdes
demonstram a importancia da selecédo assistida por marcadores moleculares no
melhoramento em animais de producdo. Portanto h& necessidade de estudos e
identificacdo de polimorfismo nos genes que possam ser utilizados como

marcadores moleculares, facilitando o processo de selecdo (SILVA et al., 2012).
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3 JUSTIFICATIVA

A cada ano a pecuaria brasileira vem sofrendo modificacdes, passando
de um sistema extrativista para um modelo tecnificado, tornado-se uma atividade
atraente. Toda essa evolucdo é resultado de estudos para o aprimoramento de
novas técnicas de producdo, dentre eles destacam-se os estudos sobre a
fisiologia da puberdade. A idade a puberdade é uma caracteristica que esta
relacionada com a melhoria da eficiéncia do sistema produtivo, pois reduz o
tempo de permanéncia das novilhas sem a producéo de bezerros na propriedade.
Na literatura estdo disponiveis inUmeros estudos sobre fisiologia da puberdade,
porém a maioria aborda as racas européias. Para racas zebuinas existem poucos
relatos, especialmente em condi¢Bes tropicais. Dentre os estudos que ainda
fazem-se necessarios destaca-se a interacdo dos hormonios, que atuam no inicio
da puberdade, com outros hormbnios como a leptina e com componentes
sanguineos, que estéo direta ou indiretamente agindo na manifestacdo desta fase
reprodutiva. A compreensdo desta interacdo pode auxiliar na identificacdo de
técnicas de manejos que objetivam a reducdo na idade das fémeas a puberdade,
sem causar prejuizos ao desenvolvimento do animal e, consequentemente,

melhorando os indices produtivos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Objetivou-se com este estudo avaliar o peso, a idade, o perfil
bioquimico, hematolégico e hormonal, bem como caracterizar o receptor da

leptina em novilhas Nelore criadas a pasto.

4.2 Objetivo especifico

e Caracterizar a idade e o0 peso aproximado a puberdade;

e Caracterizar a interagdo do hormonio leptina com a ocorréncia
da puberdade;

¢ Identificar um marcador metabdlico associado a puberdade;

e l|dentificar polimorfismos no receptor da leptina associado a

ocorréncia precoce da puberdade.
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CAPITULO 2 — PERFIL BIOQUIMICO E HEMATOLOGICO ASSOCIADOS A
OCORRENCIA DA GESTACAO EM NOVILHAS NELORE

RESUMO

O objetivo desse estudo foi verificar a relacdo do perfil bioquimico e hematoldgico
com a ocorréncia de gestacdo em novilhas Nelore criadas a pasto. Foram
acompanhadas 56 novilhas no periodo de 17 meses, realizou-se nove colheitas
com intervalos de dois meses no qual foram avaliados idade e peso; e
qguantificado as concentracdes séricas de proteina total, magnésio, fosforo, calcio,
albumina, glicose, colesterol, uréia, atividade sérica da gama glutamiltransferase,
aspartato aminotransferase e fosfatase alcalina, contagem de hemacias, de
leucocitos, de plaquetas, valor de hematdcrito, teor de hemoglobina e fibrinogénio
para relacionar possiveis alteracdes no perfil bioquimico e hematolégico com a
ocorréncia da gestacdo em novilhas. Das 56 novilhas avaliadas, 66,07% ficaram
gestantes com intervalo de idade de 28,70 + 2,73 a 30,55 + 2,80 meses e peso
entre 328,92 + 32,47 a 386,81 + 46,56 kg. Os animais que gestaram obtiveram
maiores valores para as variaveis albumina, uréia, hemécias, hemoglobina e
hematdcrito e menores valores para AST, ALP e GGT. Dentre as probabilidades
associadas a ocorréncia de gestacdo, pode-se destacar as variaveis idade, peso
e proteina total. Conclui-se neste estudo que a ocorréncia de gestacao em
novilhas Nelore criadas a pasto apresentou relagdo com as variaveis proteina
total, alumina, uréia, AST, ALP, GGT do perfil bioquimico e com as variaveis

hemacias, hematdcrito, hemoglobina e leucdcitos do perfil hematoldgico.

Palavras-chave: Bos taurus indicus, idade, peso, precocidade sexual



32

BIOCHEMICAL AND HEMATOLOGICAL PROFILE ASSOCIATED WITH
PREGNANCY IN NELLORE HEIFERS

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the relationship between biochemical
and hematological profile and the occurrence of pregnancy in Nellore heifers
raised on pasture. We evaluated the heifers (56) during 17-month, and carried out
nine collections every two months to evaluate age and weight, and determine
serum concentrations of total protein, magnesium, phosphorus, calcium, albumin,
glucose, cholesterol, urea, serum activity of gamma glutamyl transferase,
aspartate aminotransferase, alkaline phosphatase, erythrocyte, leukocyte, platelet
counts, hematocrit value, hemoglobin and fibrinogen to relate possible changes in
hematological and biochemical profile with the occurrence of pregnancy in heifers.
Of the 56 heifers evaluated, 66.07% were pregnant with age range from 28.70 +
2.73 to 30.55 + 2.80 months and weighing 328.92 + 32.47 to 386.81 * 46.56 kg.
The animals that gave birth presented higher values of the variables albumin,
urea, erythrocytes, hemoglobin and hematocrit, and lower values for AST, ALP
and GGT. Among the probabilities associated to pregnancy, age, weight and total
protein can be highlighted. We concluded that the occurrence of pregnancy in
heifers raised on pasture was related to variables total protein, albumina, urea,
AST, ALP, and GGT af the biochemical profile, and the variables hematocrit,
hemoglobin and leukocyte of the blood profile.

Keywords: Age, Bos taurus indicus, sexual precocity, weight
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1 INTRODUCAO

A puberdade é um evento fisiolégico importante para a vida produtiva
de novilhas, por estar associada ao inicio da atividade reprodutiva. Estas
modificacdes estdo relacionadas com a diminuicdo da sensibilidade do eixo
hipotalamico-hipofisario a ac¢do do estrégeno, que resulta no aumento na
pulsatilidade de LH consequentemente ovulacdo do foliculo dominante, sendo
esta seguida da formacdo de um corpo lateo funcional (CARDOSO & NOGUEIRA
2007). A ocorréncia da puberdade é influenciada por diversos fatores como
nutricdo, idade, gendtipo, estacdo do ano, peso corporal e ambiente social
(RORIE et al., 2002).

Diversos estudos foram realizados na tentativa de antecipar a
ocorréncia da puberdade e consequentemente a idade a primeira gestacao,
dentre estes a utilizacdo de terapias hormonais (CLARO JUNIOR et al., 2010),
uso da bioestimulacdo (OLIVEIRA et al., 2009; FIOL et al., 2010), a selecédo de
animais sexualmente precoce (BOLIGON & ALBUQUERQUE 2011) e o manejo
nutricional que é amplamente estudado por ser de facil aplicacdo e ter alta
influencia na ocorréncia desses eventos (SEMMELMAN et al., 2001; ROCHA &
LOBATO, 2002; MENEGAZ et al., 2008; PILAU & LOBATO, 2009).

Manejos nutricionais que proporcionem alto ganho de peso, rapido
desenvolvimento corporal e alto escore de condi¢do corporal, estdo associados a
reducdo da idade a primeira gestacdo e aumento nas taxas de novilhas gestantes
(VAZ & LOBATO, 2010a). Para avaliar o balango nutricional utiliza-se a avaliagao
do escore de condigcéo corporal, como método auxiliar a esta avaliagdo pode-se
utilizar o perfil bioguimico, esta metodologia analisa 0s componentes sanguineos
e reflete de maneira confiavel o equilibrio homeostatico do animal (GONZALEZ et
al., 2000).

O perfil bioquimico ndo é um exame nutricional, mas um método que
permite observar a capacidade de homeostase do animal sendo indicador do
balanco metabdlico, portanto, pode ser usado para orientar as indicacdes dos
nutricionistas (WITTWER, 2000).

O objetivo desse estudo foi verificar a relagdo do perfil bioquimico e
hematoldgico com a ocorréncia de gestacdo em novilhas Nelore criadas a pasto.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Embrapa Cerrados, Planaltina - DF. O
clima na regido é caracterizado como tropical-quente-subumido com duas
estacdes definidas: uma seca (maio a setembro) e outra chuvosa (outubro a abril)
(Embrapa Cerrados — CPAC: www.agritempo.gov.br/agroclima/sumario). Foram
acompanhadas 56 novilhas da raca Nelore com idade média de 16,57 + 2,52
meses e peso médio de 227,11 + 34,32, oriundas do plantel de selecdo da
empresa. O periodo experimental teve duracdo de 17 meses, tendo inicio em
fevereiro de 2008 e término em junho de 2009, neste periodo as médias de
temperatura estiveram entre 16,1 a 27,9°C, com precipitacdo pluviométrica de
1414,80 mm.

Os animais foram mantidos sob as mesmas condi¢des, em pastagens
cultivadas de Brachiaria decumbens, com taxa de lotacdo de 1UA/ha, sob pastejo
continuo, com sal mineralizado oferecido em cochos cobertos. O manejo
sanitario, desverminacdo e vacinag¢do, foram realizados de acordo com o
calendario profilatico-sanitario da regido do Distrito Federal.

Dois touros com avaliagdo androldgica positiva foram introduzidos no
primeiro més de colheita no rebanho composto por 56 novilhas visando identificar
as fémeas que gestaram, condicdo determinante para finalizacdo das colheitas. O
diagnéstico de gestacdo foi realizado com auxilio de um aparelho de
ultrassonografia por via transretal.

Durante o periodo experimental de 17 meses, a cada dois meses foram
realizadas as amostragens, sendo obtido o peso, diagndstico de gestacdo e a
colheita de sangue para caracterizagdo do perfil bioquimico e hematoldgico,
totalizando nove colheitas de cada parametro.

O sangue foi colhido por venopuncdo da jugular em trés tubos de
ensaio a vacuo (Vacuntainer®) contendo EDTA, fluoreto e sem anticoagulante. O
sangue total obtido em tubos com EDTA foi utilizado para realizacdo das anélises
hematolégicas e as outras amostras sanguineas foram centrifugadas em
temperatura ambiente a 4695 g por 10 minutos para a obtencao de plasma e soro,

sendo o ultimo estocado a —20°C.
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A determinagdo da glicose foi feita com as amostras de plasma dos
tubos com fluoreto, sendo usado reagente comercial (Labtest Diagnéstica S. A.®,
Lagoa Santa) com leitura em analisador bioquimico automético
(espectrofotdbmetro Bioplus®, Bio-2000 IL—A). A separacdo do plasma ocorreu
dentro de no maximo quatro horas apos a colheita e as determinagcfes ocorreram
em um periodo maximo de 24 horas.

Nas amostras de soro foram quantificados proteina total, magnésio,
fésforo, calcio, albumina, colesterol, uréia, atividade sérica da gama
glutamiltransferase (GGT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina
(ALP) utilizando reagentes comerciais (Labtest Diagnéstica S. A.®, Lagoa Santa)
com leitura em analisador bioquimico automatico (espectrofotdmetro Bioplus®,
Bio-2000 IL-A), sendo as reacdes processadas a temperatura de 37°C. A
globulina foi determinada por meio da subtracdo dos valores de albumina dos
valores de proteina total.

As andlises hematolégicas foram realizadas dentro de 24 horas, em
analisador hematolégico veterinario automatico (ABX Vet ABC®, Horiba ABX
Diagnostics). Foram determinados os valores de hematdcrito, nimero total de
heméacias, teor de hemoglobina, contagem total de leucdcitos e plaquetas. Além
do hemograma utilizou-se o0 sangue total para obtencdo do plasma e
determinacao do fibrinogénio, baseando-se na sua precipitacdo em banho-maria a
56°C e posterior leitura em refratbmetro manual, conforme SCHALM et al. (1981).

As analises bioquimicas e hematologicas foram realizadas no
Laboratério de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal da Escola de Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Goias (EVZ-UFG).

Para avaliar a relacdo dos componentes bioguimicos e hematolégicos
com a ocorréncia da gestacdo separaram-se as novilhas em dois grupos,
gestantes e ndo gestantes. Apds a separacao realizou-se a comparacao das
médias de cada variavel entre os grupos utilizando teste T. Para avaliar o efeito
dos componentes do perfil bioquimico e hematolégico sobre a ocorréncia da
gestacado utilizou-se os testes de regressao logistica. As associacdes entre as
caracteristicas foram investigadas usando analise de correlagdo e componentes
principais. As andlises foram realizadas com o auxilio do softwre Statistical
Analysis System — SAS® (2004).
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

Das 56 novilhas avaliadas, 66,07% ficaram gestantes no intervalo de
idade de 28,70 £ 2,73 a 30,55 £ 2,80 meses e peso entre 328,92 + 32,47 a 386,81
*+ 46,56 kg, e as novilhas ndo gestantes finalizaram as avaliagbes com idade e
peso de 31,04 + 1,40 meses e 379,47 = 36,86 kg. A idade observada neste
experimento é elevada quando se trata de sistema de producéo intensivo, para o
qual se busca antecipar o inicio da atividade reprodutiva das fémeas, segundo
BERETTA et al. (2001), a antecipacédo da idade ao primeiro parto associada a
uma elevada taxa de natalidade resulta na melhor eficiéncia do sistema produtivo.

Neste estudo a idade média a primeira gestacdo das novilhas esta
dentro dos valores descritos para a raca. Segundo NOGUEIRA (2004), a idade
média brasileira para a primeira concepcdo em bovinos de corte é de 31 meses,
podendo ter variacdes de 16 a 40 meses dependendo das condi¢cdes ambientais.
Estdo descritos na literatura intervalos de idade no inicio da vida reprodutiva
muitos amplos para a raca Nelore, estes variam de 16 a 19 meses
(MONTANHOLI et al., 2004; BARCELLOS et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009;
SHIOTSUKI et al., 2009), 24 a 28 meses (SERENO et al., 1991ab; RESTLE et al.,
1999; SILVA et al., 2005; BARCELLOS et al., 2006; VIEIRA et al., 2006) e de 40.8
meses (SERENO et al., 2001).

A variacao de resultados do presente estudo e os acima citados, para
idade ao inicio da vida reprodutiva é justificada pelas diferencas genéticas dos
animais de cada estudo e pelos manejos adotados em cada experimento.
Segundo BOLIGON et al. (2008), o manejo adotado em cada propriedade
influencia na manifestacdo das caracteristicas reprodutivas principalmente no
inicio da atividade reprodutiva.

Os animais tiveram elevada idade a primeira gestacéao, isto pode ser
justificada pela baixa taxa de crescimento ao longo do experimento (Figura 1)
devido a baixa qualidade de forragem na época seca do ano, segundo EUCLIDES
et al. (2001) e ANDRADE et al. (2012), a reducdo da qualidade da forragem nos
periodos de seca resulta no baixo desenvolvimento dos animais ou a perda de

peso dos mesmos. EUCLIDES et al. (2001) relataram que a reducdo da qualidade
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da forragem € resultante do acumulo de fragBes recusadas das plantas pelos
animais durante o pastejo continuo.

A elevada idade a primeira concepcdo e o0 baixo desenvolvimento
observados neste experimento pode ser evitados buscando alternativas de
manejo, como suplementacdo e melhoria das pastagens, para proporcionar
maiores ganhos de peso e maiores pesos no periodo de acasalamento como
descrito por SEMMELMANN et al. (2001); MENEGAZ et al. (2008); PILAU &
LOBATO (2009); VAZ & LOBATO (2010ab); GOJJAM et al. (2011).
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FIGURA 1 — Peso médio das novilhas Nelore criadas a pasto durante o periodo
experimental.

A taxa de gestacdo de 66% encontrada neste estudo esta dentro dos
intervalos descritos na literatura para novilhas da raca Nelore que varia de 18 a
83,7 % (OLIVEIRA et al., 2009; CLARO JUNIOR et al., 2010; CORDOVA &
CIFFINI, 2010; CABRAL et al., 2013). Para aumentar essa, pode-se utilizar
alternativas que estimulem a atividade ovariana de novilhas (CARDOSO &
NOGUEIRA, 2007), tais como bioestimulagéo (OLIVEIRA et al., 2009; MENEZES
et al., 2010), tratamentos hormonais (CLARO JUNIOR et al., 2010; CABRAL et
al.,, 2013) e utilizacdo de manejos nutricionais que proporcionem rapido
desenvolvimento em idades jovens (MENEGAZ et al., 2008; VAZ & LOBATO,
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2010a). Estas alternativas proporcionam o incremento de 15 a 160 % na taxa de
gestacao.

Os resultados do perfil bioquimico e hematoldgico estéo representados
na tabela 1. Ao confrontar os valores do perfil bioquimico das novilhas que néao
gestaram e que gestaram com os valores referenciados por FAGLIARI et al.,
(1998), VASQUEZ & HERRERA (2003) e LIMA & FIORAVANTI (2010) para a
raca Nelore, observou-se que 0S mesmos estdo proximos aos normais descritos
por estes autores. Os valores dos componentes do perfil hematolégico das
novilhas também estdo proximos aos valores descritos por FAGLIARI et al. (1998)
e VASQUEZ & HERRERA (2003) para a raca.

Ao comparar os componentes bioquimicos e hematolégicos entre os
dois grupos, ndo gestantes e gestantes, observa-se diferenca significativa
(p<0,05) entre as variaveis: albumina, uréia, AST, ALP, GGT, hemacias,
hemoglobina e hematdcrito. Os valores das variaveis albumina, uréia, hemacias,
hemoglobina e hematdécrito foram maiores para 0s animais que gestaram no
periodo experimental. J& os valores de AST, ALP e GGT foram maiores para 0s
animais que nao gestaram (Tabela 1).

Os valores de albumina e uréia sdo componentes que indicam o
metabolismo proteico dos animais e que suas concentracdes tem relacdo com a
disponibilidade de proteina na dieta do animal (STRADIOTTI JUNIOR & COSER,
2012). Neste experimento 0s animais estavam sobre o mesmo tratamento
indicando que o aumento nas concentracdes de albumina e uréia pode ser
decorrente de um melhor aproveitamento dos componentes proteicos da dieta
pelos animais do grupo gestante, portanto este melhor aproveitamento
proporcionou um melhor desempenho reprodutivo, uma vez que estas tonaram-se
gestantes.

GONZALEZ et al. (2000) observaram resultados semelhantes ao obtido
neste experimento, no qual encontraram diferenca de 0,16 g/dl nas concentragbes
de albumina relacionado com a ocorréncia de gestacdo em bovinos submetidas
ao mesmo manejo nutricional.

O aumento nas concentracdes dos componentes proteicos, como o
observado no experimento, e nos componentes energético foram descritos na

literatura associados a um melhor desempenho reprodutivo. MORIEL et al.
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(2012), avaliando a suplementacdo energética e o desempenho reprodutivo de
novilhas de corte, relataram maiores concentracées de glicose associada a
maiores taxas de prenhez no inicio da estacdo de acasalamento. CAMPANELI et
al. (2010), ao estudarem o perfil metabdlico e a funcdo ovariana de bufalas
jovens, SENOSY et al. (2013), estudando a funcédo ovariana de ovelhas
submetidas a dieta com alto nivel de energia e SAMADI et al. (2013), analisando
a inter-relacdo entre nutricdo, hormoénios metabdlicos e reestabelecimento da
ovulacdo, também observaram o aumento nas concentracdes dos componentes
bioguimicos como glicose, colesterol, proteina total e uréia, associados a
melhores resultados reprodutivos.

As alteracOes fisioldgicas decorrentes da aproximacédo da puberdade,
ocorréncia da puberdade e gestacado, também podem ser fatores que contribuiram
com o aumento nas concentracdes de albumina e uréia. ANTUNOVIC et al.
(2004) e BRITO et al. (2006), trabalhando com ovelhas em diferentes condigbes
fisiol6égicas, observaram que a condicdo do animal altera o metabolismo do
mesmo, resultando em alteracdo dos componentes bioquimicos.

As varidveis AST, ALP e GGT sdo utilizadas para descrever o
funcionamento hepético e o aumento destes componentes acima dos valores de
referéncia indicam lesdo hepatica (GONZALEZ et al., 2011), condicdo n&o
encontrada neste trabalho. As menores concentracfes séricas das enzimas
hepaticas para o0s animais que gestaram (AST 82,70+21,42 U/L; ALP
256,26+78,18 U/L; GGT 19,79+5,24 U/L) em relagédo as que nao gestaram (AST
72,55+14,70 U/L; ALP 239,66+64,53 U/L; 17,83+6,07 U/L) podem indicar uma
melhor eficiéncia metabdlica, pois, sob as mesmas condicdes observou-se
maiores valores de albumina, uréia e melhor desempenho reprodutivo (Tabela 1).
Segundo STOJEVIC et al. (2005), as enzimas hepéticas sdo catalisadores de
reacoes metabodlicas de aminoacidos, carboidratos e suas concentragdes estao
relacionadas com a atividade celular. Os mesmos autores observaram alteragdes
nas enzimas hepaticas decorrente de modificacbes metabdlicas que ocorrem
durante a lactacéo, associado a uma maior demanda de nutrientes nas fases de
maior producdao leiteira. FAGLIARI et al. (1998) também relataram mudancas nas
concentragbes enzimaticas em decorréncia das modificacdes fisioldgicas dos

animais, diferentemente de VIEIRA et al. (2010) que atribuiram o aumento na
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atividade hepatica decorrente da baixa qualidade das forragens entre periodos de
avaliacdes no qual os animais foram submetidos.

As modificacbes encontradas para valores hematolégicos podem ser
resultantes da melhor condicdo metabdlica dos animais que gestaram, pois estes
estavam sobre as mesmas condigbes ambientais o0 que néo justifica as alteragbes
hematoldgicas por influencia do meio ambiente, segundo DELFINO et al. (2012),
0s componentes hematolégicos além de sofrerem alteragcbes decorrentes de
patologias, estes sofrem modificac6es influenciadas pelo meio no qual o animal
esta submetido.

As alteracdes da contagem de hemécias justifica-se por um possivel
aumento do metabolismo do grupo das novilhas gestantes, o que resulta em um
maior consumo de oxigénio e consequentemente uma maior necessidade de
hemécias para transporte deste. Segundo CUNNINGHAN (2008), a contagem
total de hemacias esta relacionada com a demanda do organismo por oxigénio,
ou seja, 0 aumento desta demanda eleva a quantidade de hemacias. Os maiores
valores de hemoglobina e hematocrito estdo relacionados com o aumento das
contagens de hemacias, uma vez que a hemoglobina é constituinte proteico
destas células responsavel pelo transporte de oxigénio e o hematécrito consiste
nas concentragbes de hemacias no sangue. Vale salientar que os componentes
hematoldgicos sao utilizados na clinica animal como método auxiliar de avaliacao
de salude e sado escassos trabalhos que descrevem a relacdo destes

componentes com o desempenho reprodutivo.
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TABELA 1 — Valores medidos do perfil bioquimico e hematologico de novilhas Nelore ndo gestante e gestante, criadas a pasto na
regido de Planaltina DF.

Nao Gestantes

Gestantes

Desvio Coeficiente

Desvio Coeficiente

Média ~ .~~~ Minimo Maximo | Média ~ .~~~ Minimo Maximo
padrdo de variagéo padrdo de variagéo

Proteina Total (g/dl) | 7.46° 0.73 9.78 5.20 8.90 7.46° 0.77 10.38 5.10 8.90
Albumina (g/dl) 3.01° 0.47 15.79 2.17 4.50 3.16° 0.49 15.63 2.10 5.30
Globulina (g/dl) 4.45% 0.85 19.13 2.00 6.13 4.31° 0.96 22.34 0.40 6.45
Uréia (mg/dl) 18.25° 5.29 29.02 6.60 32.00 19.49° 5.85 30.04 7.90 41.90
Colesterol (mg/dl) 130.81* 26.64 20.36 77.90 197.70 |133.85* 28.54 21.32 72.90 209.00
Glicose (mg/dl) 69.64%° 14.81 21.26 43.00 123.00 |71.31* 1520 21.32 46.00 146.00
Magnésio (mg/dl) 2.442 0.64 26.23 1.01 5.30 2.40° 0.62 25.76 0.99 4.11
Fosforo (mg/dl) 5.88% 1.58 26.93 3.30 8.90 5.68% 1.63 28.65 2.60 10.20
Célcio (mg/dl) 9.79% 1.93 19.74 4.10 17.29 9.65% 1.85 19.13 5.80 15.40
AST(U/L) 82.70% 2142 25.90 47.00 230.00 |[7255° 1470 20.26 41.00 141.00
ALP (U/L) 256.26% 78.18 30.51 116.00 439.00 |239.66° 64.53 26.92 99.00 398.00
GGT (U/L) 19.79% 5.24 26.46 7.65 38.25 17.83° 6.07 34.05 3.82 76.50
Leucécitos (10%ml) |10.25* 3.07 29.93 5.10 19.00 10.32% 2.87 27.85 4.60 21.40
Hemaécias (10%/ml) 9.01° 1.80 19.98 4.18 18.68 9.34% 1.48 15.86 4.46 15.64
Hemoglobina (g/dl) |11.03° 1.55 14.09 6.90 14.90 11.96° 1.74 14.54 1.40 17.00
Hematd6crito (%) 34.80° 5.10 14.66 13.10 51.50 37.27% 5.49 14.73 10.30 60.10
Plaqueta (10%ml) 388.46% 263.85 67.92 89.00 1335.00 | 375.81%* 203.98 54.28 44.00 1178.00
Fibrinogénio (mg/dl) | 406.51* 319.44 78.58 0.00 2000.00 | 411.85% 370.18 89.88 0.00 2400.00

Letras minuUsculas diferentes, na mesma linha, indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos.
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Na tabela 2 estdo descritos os valores de correlagcdo entre o estado
fisiologico gestante com as variaveis idade, peso e do perfil bioquimico e
hematoldgico. Pode-se destacar a correlacdo mediana entre a variavel gestacao
com a idade e peso, 0 que se espera, pois observa-se 0 aumento da taxa de
gestacdo nos rebanhos decorrente do aumento da idade e do peso das novilhas
na estacao de acasalamento.

A correlacéo entre gestacdo e proteina total, apesar de baixa, mostra-
se positiva, 0 que sugere um aumento nas concentracdes séricas de proteina nos
animais que gestaram. Este aumento pode ser resultante do melhor metabolismo
destas novilhas devido a gestacdo. A associacdo entre 0 aumento nas
concentracbes dos componentes proteicos e melhores indices reprodutivos e
produtivos foram descritos por GONZALEZ et al. (2000) e STRADIOTTI JUNIOR
& COSER (2012).

Os resultados das correlagbes entre gestacdo com as variaveis
globulina, heméacias e plaquetas, podem ser decorrentes da elevada idade das
novilhas ao se tornarem gestantes. O aumento da globulina pode ocorrer por uma
maior producdo de anticorpos, pelo maior tempo de exposicdo do animal as
condicdes ambientais. Ja a reducdo dos componentes sanguineos pode ser
resultante de uma menor atividade metabdlica dos animais, por estarem mais

préximos da idade adulta.
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TABELA 2 - Correlacdo entre idade, peso, puberdade,
gestacdo e perfil bioquimico e hematolégico
de novilhas Nelore criadas a pasto na regido
de Planaltina-DF

Gestacgéo
Gestacéo 1.00
Idade 0.381*
Peso 0.382**
Proteina total 0.165**
Magnésio -0.003
Fosforo 0.103*
Calcio 0.064
Albumina 0.057
Colesterol 0.074
Uréia -0.027
AST -0.043
ALP -0.050
GGT -0.031
Glicose -0.077
Globulina 0.105*
Leucobcitos 0.065
Hemacias -0.158**
Hemoglobina -0.021
Hematdécrito -0.075
Plagueta -0.185**
Fibrinogénio -0.001

* Indica correlagéo significativa p < 0.5
** Indica correlagéo significativa p < 0.001

As variacdes entre as caracteristicas idade, peso, gestacdo e do perfil
bioquimico e hematologico foram representadas através de um grafico de
componentes principais (Figura 2). Os primeiros dois componentes explicam 43 %
das variacOes entre as caracteristicas. O primeiro autovetor mostra que com o
aumento da idade e peso favorece a ocorréncia da gestacao e associado a estas
modificacdes tém-se 0 aumento das concentracdes de proteina total, globulina,
magnésio, GGT, AST, hemoglobina, hematdcrito e na contagem total de
hemacias. No segundo autovetor é possivel visualizar o aumento das
concentracbes seéricas de fosforo, calcio, magnésio, proteina total, globulina,
albumina, uréia, glicose, GGT, AST, ALP e fibrinogénio relacionado com o
aumento da idade, peso e ocorréncia de gestacao. As interacbes observadas

podem ser justificadas pelas alteracdes fisioldégicas que ocorrem no animal com o
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aumento da idade, bem como devido a ocorréncia da puberdade e da gestacéo,
as modificacdes bioquimicas e hematoldgicas sdo semelhantes as descritas por
FAGLIARI et al. (1998), ANTUNOVIC et al. (2004) e BRITO et al. (2006).

& Globulina

0,6 1 # Proteina Total .Peso
€ Hemoglobina ’Idade

€ Hematocrito

& Hemacias & GGT € Gestacao
¢ Magneésio
& AST
Mutacao
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FIGURA 2 - Representacdo grafica dos componentes principais das
caracteristicas produtivas e do perfil bioquimico e hematoldgico
das novilhas Nelore criadas a pasto na regido de Planaltina,
DF.

A tabela 3 indica quais variaveis tém maior probabilidade de influenciar
a ocorréncia da gestacdo. Os resultados obtidos confirmam as observagdes de
que além do ganho em peso e o aumento da idade, as modificacbes nos
componentes bioquimicos e hematolégicos podem ser resultado da ocorréncia da
gestacdo em novilhas Nelore. O aumento do ganho de peso e da idade das
fémeas influenciam na ocorréncia da gestacdo, informagfes semelhantes as
descritas por VIEIRA et al. (2006) e BATISTA et al. (2012) que observaram o
aumento na taxa de gestacdo associado ao aumento da idade e do peso dos
animais. Além dessas variaveis 0 aumento nas concentracdes de proteina total e
contagem total de leucécitos e a reducdo das concentracdes de AST e GGT,

possui relacao positiva com a ocorréncia da gestacao em novilhas.
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TABELA 3 — Anadlise de regresséo logistica para a ocorréncia de gestacdo em
novilhas em relacéo as variaveis idade, peso e do perfil bioquimico e
hematolégico.

Parametro Estimativa Erro padrdao  Qui—quadrado Valor dep
Idade 0.442 0.102 18.880 <.0001
Peso 0.014 0.006 5.574 0.018
Proteina total 1.055 0.379 7.756 0.005
AST -0.065 0.021 9.366 0.002
GGT -0.136 0.053 6.463 0.011
Leucécitos 0.241 0.094 6.586 0.010

4. CONCLUSAO

A ocorréncia de gestacdo em novilhas Nelore criadas a pasto
apresentou relacdo com as variaveis, proteina total, alumina, uréia, AST, ALP,
GGT do perfil bioquimico e com as variaveis hemacias, hematécrito, hemoglobina

e leucaocitos do perfil hematoldgico.
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CAPITULO 3 — POLIMORFISMO DO EXON 20 DO GENE DO RECEPTOR DA
LEPTINA E CONCENTRACOES SERICAS DE LEPTINA EM NOVILHAS
NELORE CRIADAS A PASTO

RESUMO

As modifica¢des fisioldgicas que ocorrem na puberdade em novilhas séo alvos de
estudos para melhor compreender este fendmeno e identificar alternativas para se
atingir maior precocidade reprodutiva. Dentre os fatores mais relevantes que
influenciam a puberdade pode-se destacar a leptina e o seu receptor, por se tratar
em fatores que realizam a comunicacdo entre o status nutricional e o0 eixo
reprodutivo, sendo que sua participacdo na fisiologia reprodutiva nao esta
completamente esclarecida. Objetivou-se com este estudo identificar a ocorréncia
de polimorfismos no exon 20 do receptor da leptina e relaciona-lo com as
concentracdes séricas de leptina e a ocorréncia da puberdade em novilhas Nelore
criadas a pasto. Foram acompanhadas 56 novilhas Nelore durante 17 meses no
qual realizou-se a dosagem de progesterona para a determinacdo da ocorréncia
da puberdade, dosagem da leptina e sequenciamento do gene do receptor da
leptina para identificacdo de ocorréncia de polimorfismos do tipo SNP. ApdGs a
identificacdo da manifestacdo da puberdade em 37 novilhas e a associacdo das
concentragdes séricas de leptina e a ocorréncia de SNPs com a ocorréncia deste
fendbmeno fisiolégico, ndo foi encontrada relacdo entre as variaveis estudadas

com a manifestagcédo da puberdade.

Palavras-chave: Bovino de corte, Bos taurus indicus, idade a puberdade,

precocidade sexual, reproducao.



54

POLYMORPHISM OF EXON 20 OF THE LEPTIN RECEPTOR GENE AND
SERUM LEPTIN CONCENTRATIONS OF NELLORE HEIFERS RAISED ON
PASTURE

ABSTRACT

The physiological changes that occur at puberty in heifers are objectives of study
in order to better understand this phenomenon and to identify alternatives to
achieve greater sexual precocity. Among the most important factors that influence
puberty the leptin hormone and its receptor can be highlighted, as they are factors
that perform communication between the nutritional status and the reproductive
axis, and its participation in reproductive physiology is not fully understood.
Therefore, the aim of this study was to determine the serum profile of the leptin
hormone, to identify polymorphisms at exon 20 of the leptin receptor and associate
them with the occurrence of puberty in heifers raised on pasture. We followed 56
heifers for 17 months and carried out the progesterone assay for determining the
puberty occurrence, leptin dosage and sequencing of the leptin receptor gene for
identifying the occurrence of SNP polymorphisms. After identifying the
manifestation of puberty in 37 heifers and the association of serum leptin and the
occurrence of SNPs with the occurrence of this physiological phenomenon, no

correlation was found between variables with the onset of puberty.

Keywords: Beef cattle, Bos taurus indicus, age of puberty, sexual precocity
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1 INTRODUCAO

O rebanho bovino brasileiro possui grandes diferencas de potencial de
producdo, o que representa variacdes de resultados entre as propriedades. Para
minimizar essas diferencas e aumentar a capacidade produtiva deve-se
intensificar a selecdo dos animais para as caracteristicas de interesse como
rapido desenvolvimento, alto ganho de peso, precocidade de acabamento de
carcaca e precocidade sexual (BOLIGON et al., 2008). Dentre as caracteristicas a
ser selecionada, pode-se destacar a idade a puberdade, pois esta possibilita
reduzir o tempo em que uma fémea fica na propriedade sem produzir bezerro,
diminuindo o ciclo de producéo desses animais (RESTLE et al., 1999; SIQUEIRA
et al., 2003).

A idade a puberdade é caracterizada como a perda da sensibilidade ao
efeito do feedback negativo do estradiol, que resulta no aumento da secrecéo de
horménios gonadotréficos pelo eixo hipotalamico-hipofisario e consequente
desenvolvimento folicular, com posterior ovulacdo. Este evento fisiolégico é
influenciado por diversos fatores ambientais e genéticos, dentre estes pode-se
destacar a influencia da nutricdo (NOGUEIRA, 2004).

A comunicacao da condi¢ao nutricional com o sistema reprodutor é descrita
pela acdo do horménio leptina. Este hormdnio é codificado pelo gene da leptina e
se trata de um peptideo secretado pelos adipdcitos com acdo na regulacdo do
peso corporal e na ingestdo de alimentos (HALAAS et al., 1995;
PELLEYMOUNTER et al.,, 1995). A leptina é encontrado em muitas areas do
cérebro e outros tecidos, incluindo os ovéarios (BOLAND et al., 2001), tendo acéo
sobre o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, ao sinalizar a condigdo nutricional
(ZIEBA et al., 2004).

Estudos em bovinos também demonstram que a expressdo génica e a
concentracdo da leptina circulante sdao afetadas pelo fluxo de nutrientes em
novilhas na fase de pré-puberdade (AMSTALDEN et al., 2000), indicando uma
relacdo das concentracdes circulantes desse peptideo e da expressdo do seu
gene com a ocorréncia da puberdade (GARCIA et al., 2002). Portanto, alteracdes
na estrutura do gene da leptina, assim como do gene que codifica seu receptor
(LepR), podem provocar alteragbes nas concentragcbes do horménio ou na sua
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capacidade de atuacao, influenciando na manifestacédo da puberdade (SU et al.,
2012), podendo resultar em melhorias dos indices reprodutivos (SZYDA et al.,
2011; TIAN et al., 2013), dentre outras caracteristicas.

As modificacbes nos genes, quando associadas a melhores indices
produtivos, podem ser utilizadas como marcadores moleculares. Estes
marcadores sdo ferramentas importantes no processo de melhoramento genético
animal, por permitir a identificacdo precoce de animais com genes associados a
caracteristicas de interesse zootécnico (PFEIFER et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi identificar a ocorréncia de polimorfismos no
exon 20 do receptor da leptina e relaciond-lo com as concentracdes séricas de

leptina e a ocorréncia da puberdade em novilhas Nelore criadas a pasto.

2. MATERIAL E METODOS

Foram acompanhadas 56 novilhas da raga Nelore (Bos taurus indicus)
com idade média de 16,57 + 2,52 meses e peso médio de 227,11 + 34,32 kg,
nascidas e criadas na Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, durante um periodo de
17 meses (fevereiro de 2008 a junho de 2009). Os animais foram mantidos sob
pastejo extensivo, em pastagens cultivadas de Brachiaria decumbens, com taxa
de lotacdo de 1UA/ha, com sal mineralizado oferecido ad libitum em cochos
cobertos. O manejo sanitario (desverminacao e vacinac¢ao) foi realizado de acordo
com o calendéario profilatico da regiao do Distrito Federal.

Dois touros com avaliacdo androlégica comprovada foram introduzidos
no rebanho. A gestacédo foi condicdo determinante para finalizagcdo das colheitas
de sangue. O diagnodstico de gestacao foi realizado com auxilio de um aparelho
de ultrassonografia (Aloca® 7,5 mHz).

Durante o periodo experimental de 17 meses, a cada dois meses foram
feitas as amostragens, sendo obtido o peso e realizado o exame de
ultrassonografia para deteccdo de gestacdo, totalizando nove periodos de
colheitas de cada parametro. Neste periodo coletou-se sangue para dosagem de

leptina e progesterona, sendo o ultimo, com a finalidade de determinar o intervalo
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de idade a puberdade. Estas foram realizadas em intervalos de sete dias,
perfazendo quatro colheitas dentro do periodo de amostragem.

O sangue foi colhido por venopuncédo da jugular em tubos de ensaio a
vacuo com heparina (Vacuntainer®). As amostras sanguineas foram
centrifugadas em temperatura ambiente a 4695 g por 10 minutos, para a obtencao
de plasma e estocadas a —20°C para posterior avaliacdo hormonal. Na primeira
colheita do experimento, também foram obtidas amostras de sangue para
extracdo de DNA, com tubos a vacuo contendo EDTA (Vacuntainer®) para o
sequenciamento do gene do receptor da leptina.

O plasma, obtido dos tubos heparinizados, foi utilizado para quantificar
a progesterona e a leptina, pela técnica de radioimunoensaio (RIA), com a
utilizacdo de reagentes comerciais (Coat-A-Count, DPC, Los Angeles, CA e
Millipore, Missouri, USA, respectivamente). As determinacdes laboratoriais foram
realizadas no Laboratério de Endocrinologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria de Aracatuba/UNESP.

As novilhas foram consideradas puberes quando as concentracfes de
progesterona ultrapassaram valores de 1ng/ml (PERRY et al., 1991; SANTIAGO
et al., 2001). A definicdo das amostras sanguineas para serem dosadas a
progesterona sérica, utilizou-se como critério o0 més do diagnostico de gestacao
como a referéncia para o inicio da quantificacdo hormonal. Sendo assim, todas as
amostras anteriores a esses momentos foram analisadas até obterem
concentragdes de progesterona inferiores a 1 ng/ml, permitindo a determinagéo
do intervalo de ocorréncia da puberdade.

A extragcdo do DNA foi realizada utilizando a técnica de Salting Out
(BIASE et al., 2002), em seguida o DNA do exon 20 do gene LepR das amostras
de cada animal foi amplificado por PCR utilizando os primers (Foward: 5'-
CAAAACAGAAATCAATAC-3 e Reverse: 5-TTAAACAGTTAGGTCAC-3’), sendo
os amplicons submetidos a eletroforese em gel de agarose e recortados do gel
para serem purificados, utilizando o reagente comercial Wizard SV (Promega). Os
amplicons purificados foram quantificados por espectrofotometro (NanoDrop) e
enviados a plataforma de sequenciamento de DNA da EMBRAPA Recursos
Genéticos e Biotecnologia. As sequéncias resultantes foram alinhadas contra as

sequéncias do gene LepR depositadas no GenBank das espécies Bos taurus
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(AJ580801) e Ovis Aries (U62124) utilizando o programa DNAMAN (Lynnon
Corporation).

Apoés as dosagens hormonais e sequenciamento do DNA analisou-se
as possiveis interacdes da ocorréncia de mutacao no gene do receptor da leptina
com as concentragbes de leptina, comparando-se todas as dosagens do
hormoénio dos animais que apresentaram mutagdo com 0sS que nao apresentaram.
Ja para avaliar a relacdo da ocorréncia da puberdade com os valores de leptina e
a ocorréncia da mutacéo, as novilhas foram separadas em quatro grupos: animais
puberes sem mutacao, animais puberes com mutacdo, animais ndo puberes sem
mutacdo e animais ndo puberes com mutacdo. Assim sendo para realizar as
avaliacdes, utilizou-se para comparacdo todas as amostras hormonais obtidas
antes e apos a ocorréncia da puberdade.

Os valores de concentragédo de leptina entre 0s grupos e a ocorréncia
de mutacdo foram comparadas pelo teste T. Ja para a andlise de frequéncia da
ocorréncia da mutacdo entre os animais puberes e ndo puberes realizou-se o
teste Qui-Quadrado e para a comparacdo entre a concentracdo de leptina entre
0s mesmos utilizou-se analise de variancia, sendo as diferencas entre as médias
confrontadas pelo teste de Tukey. Todas as analises estatisticas foram realizadas
com o auxilio do programa BioEstat 5.0, com nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADO E DISCUSSAO

O intervalo de idade a puberdade neste estudo foi de 26,75 + 2,91 a
28,70 + 2,73 meses e peso entre 303,36 + 24,88 a 328,92 + 32,47 kg, 0 que esta
dentro dos valores descritos para a raca. Segundo NOGUEIRA (2004), a idade
meédia brasileira para a primeira concepc¢ao em bovinos de corte é de 31 meses,
podendo ter variacoes de 16 a 40 meses dependendo das condigdes ambientais.
Segundo BOLIGON et al. (2011), a variacdo entre as idades de inicio da atividade
reprodutivas para a raca Nelore pode ser resultado no manejo adotado na
propriedade, bem como da variabilidade genética dos rebanhos.

A elevada idade a puberdade neste experimento, pode ser resultante
da selecao da propriedade, pois a mesma busca animais com alto ganho de peso
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e elevado peso em idade adulta. Este manejo tem como consequéncia 0 aumento
do porte dos animais quando adultos e consequente atraso na ocorréncia da
puberdade das fémeas. Segundo PACHECO et al. (2008), a selecdo de animais
de grande porte pode significar a obtencdo de rebanhos tardios e exigentes em
termos nutricionais, sendo estes contrarios a pecuaria de ciclo rapido.

Para evitar novilhas tardias, como observado neste experimento, deve-
se buscar a selecdo para o rapido desenvolvimento em idades jovens e inicio
precoce da atividade reprodutiva. BALDI et. al. (2008) acreditam que os animais
que desenvolvem precocemente entrem em reproducdo mais cedo, 0 que
aumenta as chances de conceberem mais jovem, determinando menor idade ao
primeiro parto. Além da selecdo, pode-se utilizar terapias hormonais (CLARO
JUNIOR et al., 2010; CABRAL et al., 2013), exposicédo a touro em idades jovens
(OLIVEIRA et al., 2009; MENEZES et al., 2010) e alteragcdo do manejo nutricional
para que proporcionem maior disponibilidade de nutrientes ao animal em
desenvolvimento (MENEGAZ et al., 2008; VAZ & LOBATO, 2010; POTTER et al.,
2010; VAZ et al., 2012), estes manejos visam estimular o desenvolvimento do
animais e proporcionar a ativacdo o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal,
antecipando o inicio da atividade reprodutiva.

O peso das novilhas a puberdade no trabalho representa o intervalo de 66
a 72% do peso adulto, considerando o peso médio de 456 kg das fémeas adultas
do rebanho BRGN. Verifica-se que este valor esta préximo do valor encontrado
por MONTANHOLI et al. (2004), que verificaram uma percentagem de 65% do
peso adulto (460 kg) e abaixo do encontrado por FRENEAU et al., (2008) com
valor de 85% do rebanho avaliado (450 kg). Essas variacdes de resultados podem
ser justificadas pelo manejo alimentar adotado e variacdo genética de cada
rebanho. Propriedades que trabalham com manejo nutricional que proporciona
maior desenvolvimento inicial ou com a selecdo para precocidade sexual,
antecipam a ocorréncia da puberdade e consequentemente o inicio da vida
reprodutiva dessas fémeas.

Em relacdo as concentracfes séricas de leptina, ndo houve diferenca
(p>0,05) entre os valores encontrados para o grupo de novilhas nao puberes (2,14
+ 0,18 ng/ml) e puberes (2,11 + 0,22 ng/ml). A ndo alteracdo das concentracdes
de leptina pode ser justificada pela baixa qualidade da dieta no periodo de seca.
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Segundo SILVA et al. (2009), PAULA et al. (2010) e MESACASA et al. (2012),
animais criados a pasto estdo expostos a dietas de baixa qualidade no periodo de
seca, devido ao amadurecimento da forragem, esta condicdo ambiental reduz a
taxa de crescimento dos animais. Para ser observadas modificacbes nas
concentracbes de leptina sérica sdo necessarias grandes alteracdes no peso
corporal dos animais, para que ocorra uma maior formacgao de tecido adiposo e
aumento da producao deste horménio (GARCIA et al., 2002; CARVALHO, 2009).

Os ganhos de peso diario dos animais foram de 0,35 + 0,03 kg e 0,47 £
0,15 kg, para o grupo das novilhas que ndo entraram em puberdade e para as
que entraram, respectivamente, havendo diferenca entre os mesmo (p<0,05). O
maior desenvolvimento do grupo de novilhas puberes justifica a manifestacdo da
puberdade, pois segundo VAZ et al. (2012), o rapido desenvolvimento corporal
possibilita a manifestacdo precoce da puberdade. Porém este desenvolvimento
nao foi suficiente para alterar a deposicdo de gordura corporal e
consequentemente alterar as concentracfes de leptina, uma vez que estes
animais estavam em desenvolvimento e na escala de crescimento, primeiro
deposita-se massa muscular para depois depositar tecido adiposo, coforme
descrito por SOUZA et al. (2012). Portanto, deve-se adotar manejos que
proporcionem ganho de peso adequado, como por exemplo os que utilizam dietas
de alta energia, que resultam em ganho de peso associado a deposicdo de
gordura corporal e aumento nas concentra¢des de leptina sérica (POTTER et al.,
2010; JENNINGS et al., 2011; SOUZA et al., 2012).

Os valores médios das concentracbes de leptina dos grupos nao
puberes e puberes estdo proximos ao descrito por ZIEBA et al. (2004) para
novilhas submetidas a baixa disponibilidade de alimentacdo (2,0 ng/ml). Esta
aproximacdo ocorre, pois 0s animais deste estudo estavam submetidos ao
manejo extensivo de pastagem, sendo que estas fémeas passaram por um
periodo de baixa qualidade de forragem, fator este, que contribuiu para as baixas
concentracoes de leptina. Segundo DONATO JUNIOR et al. (2011) e ISRAEL et
al. (2012), a reducgéo da leptina sérica contribuem para o atraso na ocorréncia da
puberdade. Portando as baixas concentracdes de leptina encontradas neste
estudo pode ter sido um dos fatores que contribuiram com a elevada idade a
puberdade.
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Neste experimento ndo foi observado aumento das concentragdes de
leptina com a aproximacéo da puberdade (p>0,05), sendo os valores de 2,10 *
0,24 ng/ml e 2,12 £ 0,20 ng/ml observados nos momentos pré-puberal e puberal
respectivamente. Resultados contrarios foram descritos por GARCIA et al. (2002)
que observaram o aumento de leptina sérica com a aproximacgdo da puberdade
de 3,8 + 0,4 ng/ml para 6,4 + 0,4 ng/ml, fato esse também descrito por,
AMSTALDEN et al. (2000) trabalhando com novilhas na fase peripuberal,
observou aumento nas concentracdes séricas de leptina de 1,1 ng/ml para 1,5
ng/ml e por GONZALEZ-ANOVER et al. (2012) trabalhando com suinos. Nestes
estudos o0s animais estavam submetidos a dietas que proporcionavam
crescimento continuo dos animais com ganhos de peso de 1,1 + 0,1 kg e 0.68 kg
(GARCIA et al.,, 2002; AMSTALDEN et al., 2000), diferentemente do presente
trabalho, no qual as novilhas tiveram ganho de peso de 0,47 + 0,15 kg devido as
influencias ambientais sofridas, uma vez que foram criadas a pasto. Este manejo
resultou na alteracdo da qualidade da dieta e, consequentemente, a nhao
modificacdo das concentracdes de leptina com a aproximacao da puberdade.

A ndo observacdo do aumento nas concentracbes de leptina com
aproximacédo da puberdade, neste experimento, sugere que este horménio ndo é
fator determinante para a ocorréncia deste evento fisioldgico. A manifestacdo da
puberdade é decorrente de varios fatores ambientais e genéticos, que podem
influenciar no padrdo de secrecdo dos hormdnios gonadotréficos e
consequentemente na ocorréncia da puberdade (CARDOSO & NOGUEIRA, 2007;
MENEGAZ et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009; CLARO JUNIOR et al., 2010; VAZ
& LOBATO, 2010; POTTER et al., 2010; VAZ et al., 2012; CABRAL et al., 2013;).

Neste experimento foi observado a ocorréncia da mutagdo na posicéo
T945M do gene, que provoca uma mudanca de aminoacido na proteina LepR
(C115T) ao realizar alinhamento das sequéncias do gene do receptor da leptina
dos animais. Esse mesmo polimorfismo também foi descrito em vacas das racas
Holandés (LIEFERS et al., 2004), Aberdeen Angus, Brangus Ibagé e Charolés
(ALMEIDA et al., 2008), Slovak Spotted (TRAKOVICKA, et al., 2011) e Nelore
(PINTO et al., 2011; NASCIEMENTO et al., 2012). Ao observar a distribuicdo da
mutacdo, ndo foi encontrado diferenca (p>0,05) entre os grupos ndo puberes e
puberes (Tabela 1).
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Dos animais estudados, 19,64% (11 animais) apresentaram o0
polimorfismo C115T, alterando o aminoé&cido treonina para metionina e 80,35%
(45 animais) ndo apresentaram esse polimorfismo (CC). Neste estudo nao foi
observado o alelo homozigoto (TT). A frequéncia dos genes estao proOxXimos aos
valores descritos por SILVA et al. (2012) e NASCIMENTO et al. (2012) na raca
Nelore, sendo os valores observados por estes autores Sao respectivamente:
alelo CC 77,3 e 72,7%, alelo CT 21,3 e 26,6% e alelo TT 1,4 e 0,7%. As
pequenas variacfes dos estudos citados com o presente trabalho podem ser
resultantes do nimero de animais avaliados.

Ao comparar as concentracbes de leptina das novilhas que néo
apresentaram mutacao (2,11 + 0,18 ng/ml) com as que apresentaram (2,17 + 0,30
ng/ml) ndo foi observada diferenca entre os grupos (p>0,05). E ao comparar os
grupos de animais ndo puberes e puberes, com e sem mutagcdo (Tabela 1), ndo
foi observada diferenca na distribuicdo dos animais com a mutacdo e nas
concentracbes de leptina, este resultado sugere que a mutacdo nao possui
influéncia nas caracteristicas reprodutivas como idade a puberdade. A relacdo
entre este polimorfismo e as concentracdes de leptina foi descrita (LIEFERS et al.,
2004), sendo esta associacdo encontrada em animais gestantes, em que 0s
animais do genétipo CC apresentaram as maiores concentracées. Segundo estes
autores essa alteracao implica em ineficiéncia na transducéao do sinal quimico por
uma isoforma curta com capacidade transdutora menor, comprometendo a funcéo
hormonal da leptina.

NASCIMENTO et al. (2012) trabalhando com novilhas Nelore,
obtiveram resultados semelhantes ao deste experimento. Os mesmos observaram
a ocorréncia da mutacdo T945M e ndo relacionaram com a precocidade sexual.
Estes autores relatam que o polimorfismo encontrado pode néo ter influéncia

sobre a caracteristica reprodutiva de idade ao primeiro parto.



63

TABELA 1 — Distribuicdo da ocorréncia da mutacéo do exon 20 do gene do receptor da
leptina na posigcdo T945M e concentragdo de leptina (ng/ml) entre as
novilhas Nelore ndo puberes e pluberes criadas a pasto

Ocorrénciado Numero de Percentagem de Concentragdo

polimorfismo animais animais (%) de leptina
Novilhas Presente 32 5,36 2,20 £ 0,202
ndo puberes Ausente 162 28,57 2,13+0,172
Novilhas Presente 82 14,29 2,16 + 0,332
puberes Ausente 292 51,79 2,09+£0,182

Letras diferentes na mesma coluna indica diferenca significativa (p<0,05)

Diferentemente do observado no experimento que nao houve relagcéo
da mutacdo T945M com a caracteristica produtiva idade a puberdade,
KOMISAREK & DORYNEK (2006) descrevem a relacdo deste polimorfismo com a
melhoria de parametros produtivos, pois a mutagéo foi associada a alteracdes da
composicdo quimica do leite em bovinos da raca Jersey, que resultou no aumento
de componentes como gordura e proteina. SECHENKENL et al. (2006) e SILVA
et al. (2012) também observaram a associacdo do polimorfismo T945M com
caracteristicas produtivas. Os primeiros autores observaram que 0s animais com
mutacéo apresentaram melhores escores de deposi¢cado de gordura subcutanea e
maior espessura, além do melhor rendimento de carcaca. Ja os segundos autores
observaram maior ganho de peso do desmame ao sobreano (18 meses), nos
animais com o polimorfismo.

PATTERSON et al. (2012) descreveram a necessidade de maior
compreensao do receptor da leptina com o metabolismo energético e 0 eixo
reprodutivo, pois a longo prazo este receptor pode tornar-se um marcador
molecular para caracteristicas reprodutivas. Além da associagédo de polimorfismos
no receptor da leptina com a ocorréncia da puberdade, deve-se observar a
relacdo deste gene com outras caracteristicas reprodutivas, uma vez que WANG
et al. (2011) descreveram a ocorréncia de polimorfismo no gene do receptor da
leptina com o numero de crias por parto em cabras. Portanto, é necessario mais
estudos para melhor compreender a relagdo entre o polimorfismo T945M com as

acOes do hormonio leptina e as caracteristicas reprodutivas.
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4. CONCLUSAO

No presente estudo nao foi observado relacdo da ocorréncia da
mutac&o no gene do receptor da leptina T945M e das concentracfes plasmaticas

de leptina com a ocorréncia da puberdade em novilhas criadas a pasto.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

A necessidade de se realizar a pecuaria de ciclo curto leva a busca de
meios para maximizar a vida produtiva dos animais nas propriedades. Como
alternativa, pode-se antecipar a entrada das fémeas na estacao reprodutiva,
aumentando assim o numero de crias produzidas na fazenda. Para isto, pode-se
utilizar manejos que estimulam a manifestacéo precoce da puberdade.

Porém, existem dificuldades na antecipacdo da puberdade devido as
influencias genéticas e ambientais que esta caracteristica sofre. Para facilitar o
entendimento da ocorréncia da puberdade deve-se buscar alternativas que
facilitem sua identificacdo. Dentre estas, destaca-se a busca por marcadores para
precocidade sexual, como marcadores sanguineos, hormonais e genéticos.

Os marcadores sanguineos sdo componentes bioquimicos e
hematoldgicos que sofrem alteragfes associados as modificagdes enddcrinas da
puberdade. Dentre estes componentes bioquimicos pode-se destacar o0s
componentes proteicos como albumina e uréia, as enzimas hepaticas como AST,
ALP e GGT e nos componentes hematoldgicos a contagem total de hemacias,
valores de hemoglobina e hematdcrito. As modificacdes destes parametros
sanguineos decorrentes das interacbes fisiolégicas da puberdade e pode
contribuir nas identificacbes de animais com melhor metabolismo e sexualmente
precoce.

Entre os marcadores hormonais e genético destaca-se o hormdnio
leptina e 0 gene do receptor da leptina. A literatura descreve a atuagcdo do
hormbénio na ativacdo da ocorréncia da puberdade, porém nas condi¢cdes do
presente trabalho ndo pode-se observar a relagao entre leptina e puberdade. Este
resultado indica que a leptina pode néo ser o fator determinante na manifestacao
da puberdade, mas sim fazer parte de um conjunto de intera¢cdes hormonais.

Quando se refere a presenca de polimorfismo do gene do receptor
pode-se observar a incidéncia de mutacdes, sendo que as mesmas Sao
relacionadas com caracteristicas produtivas como acabamento de carcaca, ganho
de peso e caracteristicas quimicas do leite. Entretanto, ao se referir a

caracteristicas reprodutivas, assim como observado neste trabalho, ndo ha
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descricdo da associagdao do polimorfismo observado no estudo como a
manifestagcéo precoce da puberdade.

Portanto, faz-se necessario o desenvolvimento de mais estudos para
entender as alteracBes fisiologicos relacionados a puberdade em novilhas
zebuinas, identificando-se assim alternativas que auxiliem na compreenséao desse
fendmeno e no desenvolvimento de manejos para a redugcdo desta idade,
buscando melhorar o desempenho produtivo da bovinocultura de corte com a

producdo de animais precoces.



