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RESUMO

DINIZ-MAGALHAES, J. Efeito da leptina e da nutri¢iio sobre o perfil de expressio de
genes hipotalimicos em novilhas zebuinas (Bos taurus indicus) no inicio da puberdade:
estudo experimental. [Leptin and nutrition effect on gene expression profile of hypothalamic
genes in Bos taurus indicus heifers: an experimental study]. 2010. 107 f. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sdo Paulo, Pirassununga, 2010.

Investigou-se o efeito da leptina exdgena e do maior consumo de energia, sobre o padrdo da
expressdo de genes no hipotdlamo de novilhas zebuinas; de modo a elucidar o mecanismo de
sinalizagdo da leptina no hipotdlamo e os genes responsaveis pela obtencdo da puberdade.
Trinta e seis novilhas ndo puberes, e com idade entre 18 e 20 meses, foram divididas em trés
grupos experimentais: baixa energia (BAIXA), alta energia (ALTA), baixa energia com
administracdo de leptina recombinante ovina (BAIXA+LEP), totalizando 56 dias de
tratamento. Vinte e quatro novilhas foram abatidas ao apresentar sinais de puberdade, sendo
eles: concentracdo de progesterona no soro superior a 1 ng/mL por duas amostras seguidas e
presenca de corpo luteo detectavel por ultra-sonografia. O hipotadlamo foi colhido e
armazenado a -80°C. As amostras foram submetidas a extragdo do RNA total, tratadas com
DNAse I e submetidas a sintese de cDNA. A quantificagdo relativa de quatro genes
candidatos reconhecidamente envolvidos com a sinalizagdo hipotalamica da leptina em
bovinos: NPY, NPY-Y1, NPY-Y4 e SOCS-3, foi feita através de PCR quantitativo (tempo
real). Nao houve efeito da administracdo de leptina sobre a expressdo do NPY (P=0,70), ou de
seus receptores: NPY-Y1 (P=0,27) e NPY-Y4 (P=0,92) no inicio da puberdade. A expressao
de SOCS-3 foi reduzida (P=0,05) no hipotdlamo de novilhas tratadas com leptina, o que
sugere menor acdo inibitoria sobre a leptina. Em novilhas alimentadas com dieta de alta
energia, a expressao do NPY-Y1 foi reduzida (P=0,04), o que indica que o hipotadlamo estaria
menos sensivel a acdo do NPY, permitindo a entrada precoce em puberdade. Nos demais
genes estudados, NPY (P=0,75), NPY-Y4 (P=0,92) e SOCS-3 (P=0,24), a dieta ndo alterou
significativamente suas expressdes hipotalamicas. Estudo mais abrangente do efeito da
nutri¢do e da administracdo de leptina foi realizado através de hibridizagdo em microarranjos
de DNA, objetivando a identificacdo de possiveis genes candidatos, expressos no hipotalamo,
que influenciam na obtencdo da puberdade em novilhas Nelore tratadas com leptina ou
submetidas a dieta de alta energia. Foram encontrados 78 genes cuja expressdo foi alterada
pela densidade energética da dieta (P<0,05) no hipotalamo das novilhas Nelore, destes foram

selecionados os que apresentaram razoes de expressao da ordem de 1,4 ou mais, totalizando



20 genes. Entre esses se destaca o gene da B-arrestina 1 (ARRB1), que foi 1,40 vezes mais
expresso (P=0,04) em novilhas submetidas a dieta de alta energia, pois atua na mediacao da
dessensibiliza¢do dos receptores acoplados a proteina-G-(GPCRs)1, como os receptores de
NPY. Foram encontrados 134 genes diferencialmente expressos (P<0,05) devido a aplicagdo
de leptina. Dentre os 80 genes que apresentaram razdes superiores a 1,4, 18 genes tiveram a
expressao reduzida, e 62 tiveram a expressao aumentada pela aplicacao de leptina. Destes,
alguns estdo envolvidos na regulacdo da sinalizagdo da leptina. O gene SRC foi menos
expresso (1,64 vezes; P=0,04) em novilhas tratadas com leptina, o que sugere menor agao
inibitoria pela SHP-2. A proteina SOCS-2 foi 1,43 vezes (P=0,01) mais expressa no
hipotalamo de novilhas tratadas com leptina. Sabe-se que, ao contrario de SOCS-1 e SOCS-3,
CIS e SOCS-2 nio se ligam, ou inibem, as janus kinases. O STAT-3 foi 2,14 vezes (P=0,03)
mais expresso em novilhas tratadas com leptina, e sua ativagdo possibilita a ligacao
hipotalamica da leptina com seu receptor (Ob-Rb). As IGFPB-1 ¢ -2 foram mais expressas no
hipotalamo de novilhas tratadas com leptina que em novilhas nao tratadas, sendo IGFPB-1
1,78 vezes (P=0,04) mais expressa e IGFPB-2 1,89 vezes (P=0,05). As IGFPBs podem
desempenhar funcdo de potencializacdo da ac¢do do IGF-1, ou exercer a¢do inibitoria.
Conclui-se que tanto o consumo de energia quanto a aplicagdo com leptina influenciaram o
padrao de expressao génica no hipotalamo de novilhas Nelore. A modulagao da quantidade do
receptor do NPY, NPY-Y1, no hipotadlamo pode ser uma via importante pela qual a nutricao
afeta o inicio da puberdade em novilhas. E ainda que estudos mais aprofundados de expressao
dos genes encontrados nas hibridizagdes por microarranjo poderdo revelar interagdes mais

concisas entre os genes, a nutri¢do e a leptina na obtencao da puberdade.

Palavras chave: Reprodugdo. Hipotalamo. Neuropeptideo Y. PCR quantitativo. Microarray.



ABSTRACT

DINIZ-MAGALHAES, J. Leptin and nutrition effect on gene expression profile of
hypothalamic genes in Bos taurus indicus heifers on the onset of puberty: an experimental
study. [Efeito da leptina e da nutri¢do sobre o perfil de expressdo de genes hipotalamicos em
novilhas zebuinas (Bos taurus indicus): estudo experimental]. 2010. 107 f. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, Pirassununga, 2010.

It was investigated the effect of exogenous leptin and the high energy intake on gene
expression pattern in the hypothalamus of zebuine heifers; in a way to elucidate the
mechanism of leptin signaling in hypothalamus and the responsible genes for puberty. Thirty
six heifers not in puberty at 18 and 20 months of age were divided in three experimental
groups: low energy diet (LOW), high energy diet (HIGH), low energy diet with
administration of recombinant ovine leptin (LOW+LEP), totalizing 56 days of treatment.
Twenty four heifers were slaughtered when presented the signals of puberty: progesterone
serum concentration above 1 ng/mL for two followed weeks and the presence of detectable
corpus luteum by ultrasonography. The hypothalamus was collected and stored at -80°C.
Samples were submitted to total RNA extraction, treated with DNAse I and submitted to
cDNA synthesis. The relative quantification of four candidate genes admittedly involved with
hypothalamic leptin signaling in bovine: NPY, NPY-Y1, NPY-Y4 and SOCS-3, was
evaluated through quantitative PCR (real time). There was no effect of leptin administration
on NPY expression (P=0.70), or on its receptors: NPY-Y1 (P=0.27) and NPY-Y4 (P=0.92) in
the onset of puberty. The expression of SOCS-3 was reduced (P=0.05) in the hypothalamus of
heifers treated with leptin, what suggests lower inhibitory action over leptin. In heifers fed
high energy diets, the expression of NPY-Y1 was reduced (P=0.04), which indicates that the
hypothalamus would be less sensitive to the action of NPY, allowing the precocious onset of
puberty. In other studied genes, NPY (P=0.75), NPY-Y4 (P=0.92) and SOCS-3 (P=0.24), the
diet did not significantly altered their hypothalamic expressions. A more comprehensive study
regarding the effect of nutrition and leptin administration was performed through the
hybridization in DNA microarrangements, aiming the identification of possible candidate
genes, expressed in hypothalamus that influence in the onset of puberty in Nelore heifers
treated with leptin or submitted to high energy diets. It was found 78 genes whose expression
was altered by the energy density of the diet (P<0.05) in the hypothalamus of Nelore heifers.
From them, it was selected those genes which presented rates of expression in the order of 1.4

or more, totalizing 20 genes. From them, the highlight gene was B-arrestin 1 (ARRB1) which



was 1.40 more expressed (P=0.04) in heifers fed high energy diet due to its action in the
mediation of receptors desensibilization coupled to protein-G-(GPCRs)1, as the receptors of
NPY. It was found 134 genes differently expressed (P<0.05) due to leptin administration.
From the 80 genes that presented rates of expression higher than 1.4, 18 genes had their
expression reduced and 62 had their expression increased by leptin administration. Some of
these 62 genes are involved in the regulation of leptin signaling. The gene SRC was the less
expressed (1.64 times; P=0.04) in heifers treated with leptin what suggests lower inhibitory
action by SHP-2. The protein SOCS-2 was 1.43 times (P=0.01) more expressed in the
hypothalamus of heifers treated with leptin. It is known that on the contrary of SOCS-1 and
SOCS-3, CIS and SOCS-2 do not bind or inhibit, as janus kinases. The STAT-3 was 2.14
times (P=0.03) more expressed in heifers treated with leptin and its activation enables the
hypothalamic binding of leptin and its receptor (Ob-Rb). The IGFPB-1 and -2 were more
expressed in the hypothalamus of heifers treated with leptin than the animals not treated,
being the IGFPB-1 1.78 times (P=0.04) more expressed and the IGFPB-2 1.89 times
(P=0.05). The IGFPBs could play a function of IGF-1 action enhancer or exert an inhibitory
action. It is concluded that both energy intake and leptin administration influenced gene
expression pattern in the hypothalamus of Nelore heifers. The modulation of the receptor
quantity of NPY, NPY-Y1 in hypothalamus could be an important route in which nutrition
affects the onset of puberty in heifers. Moreover, more detailed studies regarding gene
expression in hybridization by microarrangement could reveal more concise interactions

between genes, nutrition and leptin in the onset of puberty.

Key words: Reproduction. Hyphotalamus. Neuropeptide Y. Quantitative PCR. Microarray.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial para a producdo de carne bovina. A
atividade pecudria exerce uma grande funcio sobre o PIB nacional. A reproducdo possui um
papel primordial no sistema de produgdo de bovinos.

O inicio da atividade reprodutiva em fémeas de corte tem grande influéncia na
rentabilidade da criagdo de bezerros de reposicdo, e ¢ um dos principais responsaveis pela
baixa taxa de desfrute do rebanho brasileiro. A raga Nelore (Bos taurus indicus), apesar de
bem adaptada as condigdes tropicais, atinge a puberdade em idade bem mais avancada que
ragas européias, mesmo quando estas sdo criadas em condig¢des semelhantes (RODRIGUES et
al., 2002). A idade média ao primeiro parto em rebanhos do estado de Sdo Paulo encontra-se
ao redor de 34 meses de idade, correspondendo a uma idade a concepcdo de 25 meses
(PEREIRA et al., 2002). Mesmo quando as novilhas sdo expostas aos touros desde os 14
meses de idade, a concepgdo ocorre somente ao redor de 25 meses de idade (PEREIRA et al.,
2002). Um sistema produtivo baseado na primeira paricdo aos quatro anos significa taxas de
desfrute abaixo dos 15% e varias categorias de fémeas vazias em recria. A primeira pari¢ao
aos 36 meses implica duplicar a taxa de desfrute. Pensar na primeira pari¢ao aos 27 meses
significa estar perto dos 40% de taxa de desfrute (FRIES et al., 1996).

A idade ao primeiro parto depende da idade a puberdade, sendo esta influenciada por
diversos fatores externos, como nutri¢ao e estacdo do ano. Porém, o peso médio a puberdade
da raga Nelore também ¢ superior ao de ragas européias, demonstrando ser fisiologica, € ndo
ambiental, a razdo para a diferenca na idade a puberdade (THALLMAN et al., 1999;
RODRIGUES et al., 2002). Tanto em novilhas Bos indicus (RODRIGUES et al., 2002) como
em novilhas Bos taurus (EVANS et al., 1994), o inicio da puberdade ¢ regulado pela
maturacdo do hipotdlamo (teoria gonadostatica). Entre os sinais hormonais, um aumento
prepuberal nas concentragdes circulantes de GH e IGF-1 acredita-se que tenham um papel no
inicio da puberdade (YELICH et al., 1995, 1996), porém Diaz-Torga et al. (2001) nao
observaram relagdo entre a concentracdo de GH e a primeira ovulacdo em novilhas.
Anteriormente a puberdade, os pulsos de hormonio luteinizante (LH) sdo pouco freqiientes,
devido a inibicdo do estrogénio a secre¢do de hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH)
pelo hipotdlamo. Com a aproximac¢do da puberdade, a maturacdo do hipotdlamo resulta em
um decréscimo da inibi¢ao do estrogénio na secrecao de GnRH, o que leva a maior freqiiéncia

nos pulsos de LH e eventual ovulagdo (KINDER et al., 1995). A regulacao fisioldgica da
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maturacao do hipotdlamo nao ¢ bem compreendida (KINDER et al., 1995). Claramente, tanto
0 peso vivo quanto a condi¢cdo corporal influenciam a idade a puberdade (MORAN et al.,
1989).

A nutricdo ¢ um elemento importante que determina o potencial reprodutivo em
bovinos e outros mamiferos, sendo que o ganho de peso e a massa de tecido adiposo exercem
um importante papel na obtengdo da puberdade (KENNEDY; MITRA, 1963; FRISCH et al.,
1973). Foi relatado por diversos autores que dietas de restricdo cronica retardam o
crescimento e atrasam a entrada em puberdade em roedores (CHEUNG et al., 1997), ovinos
(FOSTER; OLSTER, 1985) e bovinos (DAY et al., 1986). Uma relacio complexa e
controversa ligando o indice de massa corporal, ou adiposidade, ao controle do eixo
reprodutivo central foi proposta a mais de vinte anos (FRISCH et al., 1980) como reguladora
da obtencdo da puberdade e da manutencdo da atividade reprodutiva normal em varias
espécies (BRONSON, 1987).

Um possivel sinalizador do status metabolico para o inicio da puberdade pode ser a
leptina, produzida pelos adipdcitos, que sinaliza a disponibilidade de energia no meio interno
desde a vida fetal (MCMILLEN et al., 2006). A leptina ¢ sensivel a manipulacdo da dieta e
aparece prestando um importante papel na transmissdo dos Status da energia de reserva ao
sistema nervoso central (SNC) para regular o consumo e a fungao reprodutiva em ruminantes
(ZIEBA et al., 2005).

Vaiciunas et al., (2008) demonstraram que em novilhas criadas a pasto, com idade
média de 26 meses e peso vivo de 315 kg, que entraram em puberdade mais cedo (ciclando)
tinham maior expressdao da leptina pelos tecidos adiposos subcutdneo e omental do que
novilhas que ndo entraram em puberdade (ndo-ciclando). Este resultado corrobora com a
hipotese que a sinalizacdo pela leptina ¢ importante para a obtencdo da puberdade, e sugere
que animais com maior expressao da leptina pelo tecido adiposo podem atingir a puberdade
mais cedo, com menor peso vivo.

A elucidacdo do mecanismo regulando a precocidade sexual de fémeas Nelore ¢
imprescindivel para o desenvolvimento de um protocolo terapéutico de indug¢ao da puberdade
ou em programas de selecdo genética mais eficazes visando aumentar a eficiéncia da

producao de novilhos de corte.
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2 HIPOTESE E OBJETIVOS

Nossa hipodtese era de que o aumento da concentragdo sanguinea de leptina, seja pelo
maior consumo de energia, seja pela infusdo subcutanea, poderia acelerar a puberdade
alterando a expressdao de genes hipotalamicos, como o SOCS-3, o NPY ou seus receptores,
NPY-Y1 e NPY-Y4.

Assim, objetivou-se investigar o efeito de leptina exdgena e do maior consumo de
energia, sobre o padrdo da expressdo génica no hipotalamo de novilhas Nelore no momento
da 1? ovulacao; de modo a auxiliar na elucidagdo do mecanismo de sinalizacao da leptina no

hipotadlamo e dos genes responsaveis pela obten¢do da puberdade em novilhas zebuinas
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MECANISMOS DE SINALIZACAO HIPOTALAMICA DO INICIO DA
PUBERDADE

A puberdade ¢ definida como a idade em que o animal encontra-se apto para entrar em
reproducdo. Diversos mecanismos fisiologicos estdo envolvidos com este processo. Tanto em
novilhas Bos taurus indicus (RODRIGUES et al., 2002), como em novilhas Bos taurus taurus
(EVANS et al., 1994), como em ovelhas (FOSTER; RYAN, 1979), o inicio da puberdade ¢
regulado pela maturagdo do hipotdlamo, a teoria gonadostitica, na qual ocorre uma
dessensibilizacdo do hipotalamo aos esterdides gonadais, resultando em aumento da secreg¢ao
de gonadotrofinas (SCHAMS, 1981; EVANS et al., 1992; KINDER et al., 1995;
HONARAMOOZ et al., 1999; MELVIN, 1999).

Um dos conceitos fundamentais do inicio da puberdade envolve um aumento na
sintese e liberagdo do hormdnio liberador de gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotdlamo, que
orienta a secre¢ao de gonadotrofina e o crescimento do foliculo (CUNNINGHAM, 2004).
Antes da puberdade, a secre¢ao de GnRH e das gonadotrofinas sdo mantidas em xeque porque
o hipotalamo ¢ altamente sensivel a ac¢do do feedback negativo pelos estrogenos
(CUNNINGHAM, 2004). Com a proximidade da puberdade ocorre reducao nos receptores de
estradiol no hipotdlamo, o que diminui gradativamente a sensibilidade deste ao efeito
inibitdrio dos esterdides, resultando em aumento na secrecdo de GnRH e, consequentemente,
na freqii€ncia dos pulsos de secrecdo de LH (CUNNINGHAM, 2004).

O GnRH atua no lobo anterior da hipéfise (adenohipofise), estimulando-a a liberar as
gonadotrofinas LH e FSH, tal liberacdo ¢ influenciada pela mudanga na frequéncia dos pulsos
de GnRH (BUTLER et al., 1972; RAHE et al.,, 1990; REICHLIN, 1992). O FSH ¢
responsavel pelo crescimento e desenvolvimento inicial dos foliculos. J& o LH ¢ responsavel
pela luteinizacdo do foliculo pré-ovulatério, ocorrendo a formagdo do corpo lateo (CL),
responsavel pela producao de progesterona. A glicose parece estar envolvida com a liberagao
de LH, o que reflete seu papel na modulagio do GnRH (DISKIN et al., 2003). Uma
inadequada disponibilidade de utilizacdo da glicose reduz a liberacdo hipotalamica de GnRH

(WETTEMAN et al., 2003).
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3.1.1 Leptina e puberdade

A leptina ¢ uma proteina de 16 kDa constituida por 146 aminoéacidos e ¢ sintetizada
primariamente pelo tecido adiposo e € secretada na corrente sanguinea apds a clivagem de 21
peptideos sinalizadores de aminoacido (ZHANG et al., 1994). A leptina regula o consumo
alimentar, o eixo neuroenddcrino e os processos imunologicos (HOUSEKNECHT;
PORTOCARRERO,1998; BARB, 1999).

Nos seres humanos (KIESS et al., 1999), ratos (AHIMA et al., 1997; QUINTON et al.,
1999) e novilhas de corte (GARCIA et al., 2002), o aumento na concentragdo sanguinea de
leptina precedeu o inicio da puberdade. A leptina foi demonstrada como reguladora tanto
aguda (AHIMA et al., 1997) como permissivamente (CHEUNG et al., 2001) da entrada em
puberdade em roedores. Em humanos, a presenga de leptina ¢ um requerimento essencial para
obteng¢ado da puberdade (CUNNINGHAM et al., 1999).

Um aumento linear pré-puberal nas concentra¢des de leptina plasmatica foi observado
em novilhas de corte (GARCIA et al., 2002, 2003), enquanto em novilhas leiteiras um
aumento semelhante foi encontrado em um estudo (DIAZ-TORGA et al., 2001), mas ndo em
outro (BLOCK et al., 2003). Dado que as taxas de crescimento restrito atrasam o inicio da
puberdade em novilhas (YELICH et al., 1995), e que a restricdo de nutrientes diminui as
concentragdes plasmaticas de leptina em bovinos (BLOCK et al., 2003; BROWN et al.,
2005), uma relativa deficiéncia de leptina pode desempenhar um papel no atraso da puberdade
de novilhas de crescimento lento.

A expressdo do gene da leptina e a leptina circulante sdo responsivos em curto tempo
ao fluxo de nutrientes e estdo associados com mudancas na insulina sérica, IGF-1 e
pulsatilidade do LH em novilhas pré-puberes (AMSTALDEN et al., 2000). A administragdo
central de leptina recombinante ovina estimulou significativamente a secrecao de insulina
pancredtica e o LH pituitario em vacas em jejum (AMSTALDEN et al., 2000). Essas
observagdes sugerem que a leptina pode representar um papel importante como um sinal
ligando o status nutricional ao eixo central reprodutivo em fémeas bovinas (GARCIA et al.,

2002).
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3.1.2 Sinalizacio da leptina no hipotalamo

O hipotalamo foi descrito com um sitio chave de a¢do da leptina, uma vez que os
receptores da leptina (Ob-R) sdo localizados dentro de areas associadas com o controle do
apetite, reprodugdo e crescimento (DYER et al.,,1997; LIN et al., 2000). A leptina ¢ um
importante sinalizador de saciedade do SNC (CAMPFIELD et al., 1995; HALAAS et al.,
1995; PELLEYMOUNTER et al., 1995), pelo menos em parte via inibicdo da expressdao
hipotalamica do NPY (STEPHENS et al., 1995; AHIMA et al., 1996; SCHWARTZ et al.,
1996) e secrecao (BERGONZELLI et al.,, 2001). Experimentos conduzidos em animais
atribuem a leptina um papel permissivo no momento da puberdade (AHIMA et al., 1997;
CHEHAB et al., 1997; CHEUNG et al., 1997; GRUAZ et al., 1998; PLANT, 2001).

O nucleo arqueado do hipotalamo (ARC) ¢ alvo da atividade da leptina, da grelina, do
NPY e da AgRP (proteina relacionada ao agouti), que sao peptideos estimuladores do apetite
(MORTON; SCHWARTZ, 2001). O NPY e o AgRP sdo produzidos pela mesma populacio
de neurdnios no ARC e seus efeitos estimuladores de apetite sdo inibidos diretamente pela
leptina.

No entanto, dado o potencial efeito inibitério dos altos niveis enddégenos do NPY
sobre a atividade do eixo reprodutivo, tem sido proposto que a inibi¢do imposta sobre o eixo
gonadotrdpico pelas condigdes desfavoraveis podem ser mediadas pelo concomitante aumento
na expressao hipotalamica de NPY (GRUAZ et al., 1993). O NPY hipotalamico mostrou-se
agir com uma porta neurobiologica de controle da entrada em puberdade, particularmente sob
baixas condi¢des metabolicas (GONZALES et al., 2003). A restauracdo dos niveis normais de
leptina circulante durante o jejum agudo, que demonstrou a funcdo gonadotréfica protetora
em camundongos adultos pdde ao menos parcialmente resultar em uma inibi¢ao induzida pela

leptina da expressao do NPY (AHIMA et al., 1996; GRUAZ et al., 1998).

3.2 EFEITO DA NUTRICAO NA OBTENCAO DA PUBERDADE

A nutri¢gdo ¢ fator determinante em qualquer sistema reprodutivo. Sabe-se que os
animais possuem uma sequéncia fisiologica de utilizacdo da energia ingerida que os induz a

utiliza-la primeiramente para a sua mantenga, apos para suas atividades fisicas e por ultimo
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para a atividade reprodutiva (SHORT et al., 1990). Hess et al. (2005) classificam os
mecanismos nutricionais que afetam a reprodu¢do em fémeas bovinas como um enigma, visto
que ndo sdo mediados por um Unico nutriente, metabdlito ou hormonio.

Segundo Diskin et al. (2003), todos os estudos até aquele momento que avaliaram os
efeitos da nutri¢ao sobre o FSH (BOSSIS et al.; 1999; MACKEY et al., 1999; STAGG et al.,
2000) indicaram claramente que nem a sintese nem a secre¢do de FSH sdo adversamente
afetadas pela restrigdo alimentar cronica ou aguda, e que a falta de FSH ndo ¢ limitante da
ovulacdo em novilhas com restri¢do alimentar. Portanto o FSH nao ¢ o limitante na obtengao
da puberdade em novilhas mal alimentadas.

Uma maior ingestdo de energia estimula a secrecdo do GnRH, o que por sua vez
aumenta a sintese e liberacdo do LH (SCHILLO, 1992).

Em novilhas, a restricdo alimentar deprime os niveis de IGF-1 (CATALANO;
SIRHAN, 1995). Utilizando dietas de restricdo alimentar em novilhas, Bossis et al. (2000) e
Stagg et al. (2000) relataram redugdo linear nas concentragdes de IGF-1 do inicio da restri¢ao
até o comego do anestro. Tem sido indicado que o IGF-1 pode afetar diretamente a pituitaria
(WILSON, 1995) e a func¢ao hipotalamica (HINEY et al., 1991).

A leptina foi descrita como um fator autdcrino que interfere na sinalizacao da insulina
(PEREZ et al., 2004) e para supressao, induzida por insulina, na lipogénese em culturas de
adipocitos (ELIMAM et al., 2002). Existem receptores para a insulina no cérebro, na glandula
pituitaria (LESNIAK et al., 1988) e no tecido ovariano (PORETSKY; KALIN, 1987).
Conhecimentos atuais indicam que a insulina inibe a secrecao de GH e estimula a secre¢do de

LH em roedores e ovelhas (HENRY, 2003).

3.2.1 Leptina e nutri¢ao

A descoberta da leptina tem melhorado nossa compreensdo da relacdo entre o tecido
adiposo e a homeostase energética (CAMPFIELD et al., 1995). Quando o consumo de energia
e a saida sdo iguais, a leptina reflete a quantidade de triglicerideo armazenado no tecido
adiposo. Entdo a leptina pode servir como um sinal circulante do sStatus nutricional ou
adipostat, proposto primariamente por Kennedy (1953).

Foi inicialmente proposto que a leptina tem um papel primordial como um horménio

anti-obesidade, no entanto, concentragdes elevadas de niveis séricos de leptina sdo
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frequentemente associadas a obesidade, sugerindo a presenga de resisténcia a leptina
(ZHANG et al., 1994; CONSIDINE et al., 1996; AHIMA et al., 2000). Agindo como um sinal
metabolico, a leptina se mostrou capaz de induzir a puberdade em roedores e resgatar
camundongos geneticamente obesos da esterilidade (CHEHAB et al., 1997; MOUNZIH et al.,
1997).

O jejum em humanos (KOLACZYNSKI et al., 1996) roedores (AHIMA et al., 1996) e
porcos (BARB et al., 2001) diminui a secre¢do de leptina. Além disso, o aparecimento de
perturbagdes nutricionais atrasa a puberdade e interfere com ciclos estrais normais, alterando
a funcdo endocrina na égua (BARB et al., 1997), novilha (HOUSEKNECHT et al., 1988) e
ovelha (ESTIENNE et al., 1990).

Foram encontradas correlagcdes positivas entre o nivel de leptina no plasma e a
porcentagem de gordura corporal, em varios modelos, incluindo ovinos (HENRY et al., 2000;
NAGATAMI et al., 2000), sugerindo que a restricdo nutricional ¢ mediadora da funcdo
hipotalamica ou pituitaria via leptina ou seus receptores em ovinos.

Um primeiro passo importante na definicio da acdo da leptina determinaria se
expressdo geénica e circulagdo da leptina sdo afetadas por irregularidades nutricionais em
vacas (AMSTALDEN, 2000). A leptina atua aliada a varios outros neuropeptideos
hipotalamicos que afetam o consumo de alimentos € o peso corporal (ELMQUIST et al.
1998). A auséncia total da leptina ou falta na sinalizagdo pela isoforma longa (Ob-Rb) do seu
receptor causa obesidade morbida, diabetes, hipogonadismo, hipotermia e elevacio cronica na

corticosterona (ELMQUIST et al., 1998).

3.3 RECEPTOR DA LEPTINA (OB-RB) E OS MECANISMOS DE RESISTENCIA A
LEPTINA

Cinco isoformas de receptores da leptina foram clonadas em roedores, chamadas de
Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd ¢ Ob-Re. As isoformas variam entre si por apresentarem
variagdes no comprimento da regido citoplasmatica (FONG et al., 1998). O Ob-Ra ¢ a
isoforma curta do receptor da leptina e estd envolvido com a ativacio das JAKSs
(MURAKAMI et al., 1997). Ele ¢ expresso na glandula pituitaria, figado e bago (KAWACHI
et al., 2007). O Ob-Rb ¢ a isoforma mais longa e participa da via de transdu¢ao JAK-STAT
(TARTAGLIA, 1997; HANIU et al., 1998). O Ob-Re ¢ descrito como um receptor soltivel em
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forma circular deficiente em ambos os dominios trans-membrana e intracelular (HUANG et
al., 2001). Ambas isoformas, Ob-Ra e Ob-Rc, sdo fortemente expressas no plexo corodide e
microvasos, atuando no transporte da leptina via barreira hemato-encefalica (BHE)
(HILEMAN et al., 2002; BANKS, 2004; BJORBAEK; KAHN, 2004), também s3o expressas
em tecidos periféricos, atuando na modula¢do do sinal de transdugdo da leptina por Ob-Rb
(WHITE et al., 1997). As isoformas curtas sinalizam pela proteina quinase ativada pelo
mitégeno (MAPK) ou fosfotidil inositol-3 (PI-3) vias quinase (BJORBAEK et al., 1997).

O ODb-Rb ¢ expresso no hipotalamo, nos tecidos periféricos (SILVA et al., 2002;
MACARRONNE et al.,, 2003) e na glandula pituitaria (LIN et al., 2000; BJORBAEK;
KAHN, 2004. No hipotalamo de ratos ele exerce fungdo no controle do apetite (LOLLMANN
etal., 1997).

O ODb-Rb pertence a superfamilia de receptores de citocinas que ativam a Janus
quinase via sinais transdutores e ativadores da transcricdo (JAK-STAT) (FRIEDMAN;
HALAAS, 1998).

Foi descrita expressdo aumentada do receptor no hipotdlamo de ovelhas em restricao
alimentar (DYER et al., 1997; ADAM et al., 2002).

Vérios mecanismos de resisténcia a leptina foram documentados, incluindo o
transporte reduzido de leptina através da barreira hemato-encefalica (SCHUARTZ et al.,1996)
e a presenga de reguladores negativos da sinalizacdo da leptina, como as proteinas tirosina
fosfatases contendo H2 (SHP-2) (CARPENTER et al.,1998) e proteinas tirosina fosfatase 1B
(PTP1B) (ELCHEBLY et al., 1999; ZABOLOTNY et al., 2002; CHENG et al.,2002), bem
como a familia de moléculas dos supressores de sinalizacdo de citocina (HILTON,

1999;YASUKAWA et al., 2000; IRIE-SASAKI et al., 2001).

34 NPY

O Neuropeptideo Y (NPY) foi descoberto e sua sequéncia de aminoacidos foi descrita
na década de 80. Estudando um novo método quimico para a detec¢do de amino peptideos
Tatemoto et al. (1982) isolaram do intestino de suinos dois peptideos de ocorréncia natural o
peptideo HI (PHI) e o peptideo YY (PYY), que também estdo presentes no cérebro
(TATEMOTO et al., 1980). No estudo com extrato de cérebro foi isolado um amino peptideo

que achava-se ser o PYY, porém foi descoberto que esse peptideo possuia diferengas
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estruturais e similaridades bioldgicas com PYY e polipeptideo pancreatico (PP), este peptideo
nao caracterizado foi denominado neuropeptideo Y (NPY) (TATEMOTO et al., 1980).

O NPY ¢ um peptideo composto por trinta e seis residuos de aminoacidos e possui
uma tirosina como seu residuo N-terminal, aminotirosina como seu C-terminal e cinco
residuos de tirosina (Y) por molécula (TATEMOTO et al., 1980).

O NPY influencia em inumeras vias biologicas de regulacdo do apetite,
comportamento alimentar e homeostase energética em humanos (TATEMOTO et al., 1982;
WHITE, 1993; WYNNE et al., 2005; ARORA, 20006), regula a pressdo sanguinea (BAO et
al.,, 1997) e afeta o ritmo circadiano (WEBER; REA, 1997). A sinalizacgdo do NPY no
hipotalamo regula os efeitos da leptina na atividade reprodutiva em roedores e primatas
(AUBERT et al., 1998; SAINSBURY et al., 2002). Em ratos ob/ob, a auséncia da inibi¢do de
leptina conduz um aumento crénico na expressao de NPY pelo hipotdlamo, e o tratamento
com leptina reduz o NPY e restabelece a fertilidade (SAINSBURY et al., 2002).

Trés diferentes tipos estruturais de NPY mamifero sdo altamente conservados como
neuropeptideos (OGASAWARA et al.,, 2008). Ele ¢ expresso em todo o cérebro e ¢
particularmente abundante no nucleo arqueado do hipotalamo durante periodos de subnutricao
(KEISLER; LUCY, 1996). O nucleo arqueado ¢ parte do centro da fome no hipotalamo
(FUNAHASHI et al., 2003) e contém neurdnios que secretam hormoénio do crescimento
(GHRH) em humanos (CIOFI, et al., 1990) e em bovinos (THOMAS et al., 1999). E
especulado que o NPY influencia diretamente o nucleo arqueado, regulando a condi¢ao
corporal e/ou status nutricional via eixo GH (OGASAWARA et al., 2008).

O NPY atua na reproducao exercendo influéncia sobre a secrecdo de algumas
gonadotrofinas, sendo um potente inibidor da liberagio de LH (HOUSEKNECHT et al.,
1998). Administragdes intra-cerebro-ventriculares de NPY em cabras (ICHIMARU et al.,
2001), evidenciaram que o efeito do NPY sobre a secrecdo de LH ¢ exercido através da sua
acao sobre os pulsos de GnRH.

A restricao alimentar aumenta a expressao hipotalamica do gene do NPY (ADAM et
al., 1997), bem como sua secre¢do, o que ¢ consistente com o papel fisioldgico na alimentagao
(SAHU et al., 1988; BRADY et al., 1990; KALRA et al., 1991). Um balango energético
negativo ¢ sempre associado com a inibicdo neuroendocrina do eixo reprodutivo em
mamiferos (BRONSON, 1986; WADE; SCHINEIDER, 1992; GRUAZ et al., 1993). Em
animais ovariectomizados, a infusdo do NPY inibe a secrecdo de LH enquanto que na
presenga de estrogeno o NPY tem um efeito estimulador na secrecdo de LH (SCARAMUZZI;
MURRAY, 1994).
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A infusdo central NPY em ratos pré-puberes induz a um atraso da puberdade
semelhante aquele induzido pela restri¢ao alimentar (HAMILTON et al., 1986; PIERROZ et
al., 1995), enquanto a administragdo de um antagonista Y1R estimula a secrecdo precoce de
GnRH (EL MAJDOUBI et al., 2000). Estas evidéncias sugerem que o NPY ¢ um componente
do freio pré-puberal na liberagdo de GnRH e que uma reducdo na sinalizacdo inibitoria do
NPY pode dar inicio a puberdade (EVA et al., 2006).

A interferéncia do NPY na obtencdo da puberdade foi analisada por Vaiciunas et al.
(2008), porém a expressao do NPY ndo foi alterada significativamente. O que ndo ocorreu
com seus receptores NPY-Y1 e NPY-Y4, que se apresentaram menos expressos em no
hipotalamo de novilhas mais precoces. A reducdo na expressao desses receptores sugere que o

hipotadlamo estaria menos sensivel a acdo inibitdria por parte do NPY.

3.4.1 Receptores do NPY

Os receptores do NPY podem ser distinguidos farmacologicamente de acordo com
suas respectivas afinidades pela familia de peptideos NPY-PYY (BLOMQVIST; HERZOG,
1997; GEHLERT, 1998). Eles sdo receptores acoplados a proteina-G (MICHEL et al., 1998).
Cinco deles foram clonados e os subtipos foram definidos como Y1, Y2, Y4, Y5 ¢ Y6
(MICHEL et al., 1998).

Os receptores NPY-Y'1, Y2 e Y5 se ligam preferencialmente ao NPY e PYY, enquanto
o NPY-Y4 apresenta seletividade ao PP (LUNDELL et al., 1995; GERALD et al., 1996;
WEINBERG et al., 1996).

Entre todos os receptores de NPY, o NPY-Y1 tem recebido uma atencao significativa
com base em sua capacidade de estimular o comportamento alimentar (GOBBI et al., 1998;
KASK et al., 1998; WISIALOWSKI et al., 2000; MULLINS et al., 2001), inibem nocicepcao
(ZHANG et al., 1994; NAVEILHAN et al., 2001), regulam a secrecao hormonal (KALRA et
al., 1992; BESECKE et al., 1994) e modulam o comportamento emocional e resposta ao
estresse (BROQUA et al., 1995; HEILIG, 1995). Este receptor foi clonado primeiramente em
ratos (EVA et al., 1990; KRAUSE et al., 1992) e posteriormente foi isolado de seres humanos
(HERZOG et al., 1992) e camundongos (EVA et al., 1992).
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O NPY-Y1 estimula as vias proteina quinase mitogeno-ativadas (MAPK) pela inducao
a fosforilacdo da quinase regulada extracelularmente (ERK), efeito que tem demonstrado ser
dependente da quinase PI-3 (NIE et al., 1998; MANNON et al., 2000).

O NPY-Y1 estd localizado principalmente pos-sinapticamente, embora possa ser
encontrado em sitios pré-sinapticos (EVA et al., 2006). Estudos mais recentes em ratos e em
camundongos, utilizando sondas especificas de cRNA e técnicas de hibridiza¢do in situ
(KISHI et al., 2005), detectou uma maior quantidade de ntcleos positivos, em particular no
tdlamo, no sistema limbico (hipocampo, amigdala e nucleo da estria terminal) e nas areas do
hipotalamo medial pré-6ptica, PVN, DMH, nucleos ventromedial (VMH) e arqueado (ARC).

O NPY-Y1 e o NPY-Y5 foram descritos como atuantes na ingestdo de alimentos
(CABRELE; BECK-SICKINGER, 2000) e no eixo gonadotréfico. A administragcdo central do
antagonista do receptor NPY-Y1 em ratos ou macacos jovens foi reportada estimulando a
liberagdo de LH e adiantando a entrada em puberdade (EL MAJDOUBI et al., 2000;
PRALONG et al., 2000). Estes achados sdo consistentes com a observagao que o NPY-Y'1
media a inibi¢do do eixo gonadotrdpico resultando em alta expressdao hipotaldmica de NPY

(PRALONG et al., 2002).

3.5 SOCS-3

O supressor da sinalizagdo da citocina (SOCS)-3 ¢ um membro da familia das
moléculas inibidoras da sinalizacdo da citocina por varios mecanismos, incluindo a inibi¢ao
de proteinas quinases, bloqueando o acesso dos transdutores e ativadores de transcri¢dao
(STAT) aos sitios de ligacao receptores e promovem degradagdo das proteinas de sinalizagao
pela via da ubiquitina (KREBS; HILTON, 2001).

Uma comparagdo da seqiiéncia primaria de aminoacidos dos membros da subfamilia
SOCS mostrou que pares de proteinas SOCS sdo mais semelhantes entre si do que outras
proteinas SOCS. O dominio SH2 do SOCS-1 ¢ suficiente para a ligacdo JAK-2, no entanto,
ambos os dominios SH2 e os 24 residuos imediatamente adjuntos ao terminal-N, sdo
necessarios para uma alta afinidade de liga¢do e inibi¢do da atividade JAK-2. Dentro desta
regido de 24 residuos N-terminais, SOCS-1 e SOCS-3 exibem homologia em uma seqiiéncia
de 12 residuos que sdo absolutamente necessarios para a inibicdo da atividade JAK-2

(NARAZAKI et al., 1998; NICHOLSON et al.,1999; YASUKAWA et al., 1999).
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Membros da familia SOCS podem inibir a sinalizacao citocina por varios mecanismos
diferentes. Muitos estudos mostram que SOCS-1 interage diretamente com JAK-1, JAK-2,
JAK-3 e TYK-2 e, com isso, inibe a sua atividade catalitica. SOCS-3 também inibe a
atividade JAK-2, no entanto, em compara¢ao com SOCS-1, SOCS-3 se liga a JAK-2 com
uma menor afinidade e ¢ um inibidor significativamente menos eficiente (PEZET et al., 1999;
MASUHARA et al., 1997; SUZUKI et al., 1998; SASAKI et al., 1999). Ao contrario de
SOCS-1 e SOCS-3, CIS e SOCS-2 ndo ligam, ou inibem o JAKs (PEZET et al., 1999;
YASUKAWA et al., 1999).

Ativac¢ao da Sinalizacao Inibicao da Sinalizac¢ao
Citocina Citocina
O QO
Receptor Receptor
| | MP -
JAK JAK JAK JAK &

4/)9’\:2
<X

S

Figura 1 - Mecanismo molecular de regulagdo negativa da sinalizacdo das citocinas pelas proteinas SOCS. -
ocorre estimulagdo das citocinas ativando a via JAK-STAT, levando a indugdo de CIS, SOCS-1,
SOCS-2 e/ ou SOCS-3. Estas proteinas SOCS entdo inibem as vias de sinalizag¢do que, inicialmente,
levaram a sua produgdo. Proteinas SOCS, portanto, agem em parte de um ciclo de feedback negativo.
CIS, SOCS-1, SOCS-2 e SOCS-3 parecem inibir a sinaliza¢do por diferentes mecanismos: SOCS-1
se liga as JAKSs e inibe a atividade catalitica, liga o SOCS-3 aos sitios JAK-proximais em receptores
de citocinas e inibe a atividade de JAK, CIS e bloqueia a ligagdo das STATSs aos receptores de
citocinas. O mecanismo de acdo SOCS-2 continua a ser determinado. Adaptado de Krebs (2000)

A administragdo periférica de leptina em camundongos induz rapidamente 0 mRNA
SOCS-3 nas regides do hipotalamo (BJORBAEK et al., 1998). Bjerback et al. (1998),

descreveram o SOCS-3 como um inibidor induzivel pela leptina do sinal de transdugdo da
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leptina. Este inibidor intracelular bloqueou a ativagdo induzida por leptina dos STAT-3 em
células expressando a isoforma longa do receptor da leptina (Ob/Rb) (ENDO et al., 1997;
NAKA et al., 1997; STARR et al., 1997, HOWARD et al., 2004; MORI et al., 2004). A
atividade excessiva do SOCS-3 tem sido envolvida no desenvolvimento da sindrome da
resisténcia a leptina (BJORBAEK et al.,1998).

Elmquist et al. (1998), em um trabalho com hibridizagdo histoquimica in sSitu,
demonstraram a distribuicdo do mRNA do SOCS-3 no hipotalamo médio basal uma hora apds
a administragdo intravenosa da leptina e concluiram que ele ¢ rapidamente induzido no
hipotadlamo. A hibridizagdo mais proeminente foi encontrada no nucleo arqueado do
hipotalamo (ARC) e no nucleo dorsomedial caudal do hipotalamo (cDMH), fato confirmado
por Baskin, et al. (2000). Um aumento na sinaliza¢gdo do SOCS-3 pode causar sinalizagdo
defectiva da leptina no nucleo arqueado (ARH) (ENRIORI et al., 2006). Apos a administragao
de leptina, SOCS-3 ¢ exclusivamente expresso no nucleo arqueado (ARC) do hipotalamo, que
coexpressa como receptores de leptina e neuropeptideos, que sao considerados essenciais na
regulacdo do consumo (BJORBAEK et al., 1998).

O mecanismo de acdo do SOCS-3 ainda nao foi elucidado completamente, sabe-se que
0 SOCS-3 se liga ao receptor fosforilado da leptina através dos seus dominios homologos ao
Src (SH2) e inibem a atividade tirosina quinase Jak através de sua regido quinase inibitoria N-
terminal, que funciona como um pseudosubstrato (BJORBAEK, 2000; EYCKERMAN et al.,
2000; YASUKAWA et al., 2000). Além disso, o encaixe C-terminal do Socs recruta o sistema
ubiquitina-transferase e pode mediar a degradagdo dos complexos receptores Jak

(ALEXANDER, 2002).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAIS E LABORATORIOS

O experimento a campo foi conduzido nas instalagdes do Confinamento Experimental
e os abates os abates foram realizados no Matadouro Escola, ambos da Coordenadoria do
Campus Administrativo de Pirassununga (CCPS-USP).

As andlises moleculares foram realizadas no Centro de Pesquisa em Bovinos
(CEPBOYV), Laboratério de Gendmica Funcional do Departamento de Nutricdo e Produgdo
Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo

(VNP-FMVZ-USP), sob responsabilidade do professor Dr. Luis Felipe Prada e Silva.

4.2  ANIMAIS E TRATAMENTOS

Foram utilizadas trinta e seis novilhas zebuinas (Bos taurus indicus) da raga Nelore,
ndo puberes, com idades entre 18 e 20 meses, e peso vivo médio de 275 Kg. As novilhas
foram proporcionalmente dividas em trés tratamentos experimentais: dieta de baixa energia
sem administragdao de leptina (BAIXA); dieta de baixa energia com administragdo de leptina
(BAIXA+LEP); e dieta de alta energia sem administragdo de leptina (ALTA). As dietas
BAIXA e BAIXA+LEP eram compostas por silagem de milho, bagaco de cana e concentrado
de baixa energia e proporcionaram ganhos médios diarios de 0,460 Kg e 0,480 Kg,
respectivamente, ja a dieta ALTA era composta por silagem de milho e concentrado de alta
energia e proporcionou ganho médio didrio (GMD) de 1,2 Kg (Tabela 1). A descrigao
detalhada dos tratamentos nutricionais ¢ do manejo dos animais pode ser encontrada em

Carvalho (2009).
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Tabela 1 - Grupos experimentais, nimero de animais por tratamento, tratamento, ganho
médio diario (GMD) e dietas.
Grupos N°' de

. . . Tratamento GMD Dieta
Experimentais  Animais
BAIXA 12 Placebo 0,460 Kg Silagem de Milho
(Salina) Bagago de Cana
BAIXA+LEP 12 oLeptina 0,480 Kg [ * Baixa Energia
Placebo Silagem de Milho
ALTA 12 (Salina) 1.2 Kg [ I* Alta Energia

1 , 2
N° — ntimero; [ ] — Concentrado

4.3 TRATAMENTO HORMONAL, PESAGENS, COLHEITA DAS AMOSTRAS DE
SORO SANGUINEO E ANALISE DA PROGESTERONA (P4)

A leptina recombinante ovina (oLeptina) foi importada do Protein Laboratories
Rehovot, Israel, sob responsabilidade do Dr. Arieh Gertler.

Ap6s 28 dias de adaptacdo as dietas experimentais, as novilhas do grupo BAIXA+LEP
receberam duas injecdes subcutdneas didrias de oLeptina: as 06:00 e as 18:00. Os demais
animais receberam injecdes de solugdo salina, objetivando submeté-las a0 mesmo estresse. A
oLeptina foi injetada na dose de 4,8 ng/kg de peso vivo duas vezes ao dia durante 56 dias.

As novilhas foram submetidas a ultrasonografia (USG) para avaliagdo do tamanho do
ovario, mensuracao do didmetro dos foliculos e identifica¢do de corpo luteo (CL) (Figura 2).

O sangue foi colhido por pungdo venosa jugular em tubos secos estéreis e com vacuo,
armazenados em gelo por no maximo duas horas pos-colheita e centrifugados a 1.500 x g por
30 minutos a 4 °C para separagao do soro. O soro foi pipetado e armazenado a -20 °C para
posterior dosagem de progesterona (P4). As concentracdes de progesterona foram
determinadas no laboratério de dosagens hormonais da FMVZ-USP, utilizando-se o kit Coat-
A-Count (Diagnostic Product Corp.).

As pesagens das novilhas foram realizadas duas vezes por semana durante todo o

periodo experimental.



37

. %

Figura 2 — Ultrassonografia: A) Avalia¢do das novilhas por USG; B) Imagem do corpo liteo (Ci_)
no ultra-som

4.4 ABATE DOS ANIMAIS

4.4.1 Critérios de selecao

Das trinta e seis novilhas originais, vinte e quatro foram selecionadas de acordo com a
ordem das ovulagdes. As oito primeiras novilhas a apresentarem sinais de puberdade em cada
grupo foram abatidas e o hipotdlamo foi colhido para analise molecular. As novilhas foram
consideradas puberes quando a concentracao progesterona no soro foi superior a 1 ng/mL por

duas amostras seguidas, acompanhadas pela presenca de CL detectdvel na USG (Figura 1).

4.4.2 Metodologia de abate e colheita dos tecidos

As novilhas foram abatidas por concussao na medula espinhal com pistola pneumatica,
caudal ao osso Atlas, com o objetivo de evitar danos ao hipotalamo.

Foi colhida a Glandula Mamaria para a retirada de amostras de estroma e parénquima
no quarto posterior direito; também foram colhidos os ovérios esquerdo e direito, o encéfalo e
a pituitaria, amostras do figado, dos tecidos adiposos mesentérico e perirenal. Acima da 11*

costela foram colhidas amostras do tecido subcutianeo e do musculo Longissimus dorsi
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(contra-fil¢). Estes tecidos foram armazenados para experimentos futuros, neste experimento
somente o hipotdlamo sera discutido.

Ap0s a retirada do encéfalo procedeu-se a remog¢ao do hipotdlamo. O hipotadlamo ¢
uma area do diencéfalo que forma o assoalho do terceiro ventriculo e inclui o quiasma 6ptico,
o tuber cinério, os corpos mamilares ¢ a eminéncia média (CUNNINGAM, 2004), tendo ainda

como referéncia o sulco hipotalamico e a ligacao do eixo hipotalamico-hipofisario (Figura 3).

.‘J f o

' P— 3 o \ 7
Figura 3 - Vista ventral do encéfalo. Estruturas utilizadas na localizacdo e
como referéncia para a colheita do Hipotalamo

Imediatamente ap6s a colheita de cada tecido, os mesmos foram cortados em pequenos
pedagos e colocados em um copo de isopor com Nitrogénio liquido (N-liquido) para
congelamento rdpido. Em seguida, com a ajuda de uma pinga anatdmica, foram colocados em
tubos tipo Falcon (15 mL), perfurados com auxilio de um grampo metalico aquecido,
identificados com o nimero do animal, o tipo de tecido e a data do abate (Figura 4). Os tubos

foram mantidos em botijao de N-liquido e posteriormente armazenados em ultra-freezer a -

80°C.

Figura 4 — Metodologia de amostragem dos tecidos: A) Amostra de figado picada em pequenos
pedacos e tubo Falcon (15 mL) identificado; B) Amostra congelada em N-liquido em
copo de isopor; C) Pds-congelamento amostra armazenada no tubo Falcon
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4.5 EXTRACAO DO RNA TOTAL DO HIPOTALAMO

As amostras de hipotadlamo das vinte e quatro novilhas selecionadas foram submetidas
a extragdo do RNA total pelo método do Trizol® (Invitrogen), seguindo as recomendagdes do
fabricante, que correspondem a uma adaptacdo da metodologia descrita por Chomczynski e
Sacchi (1987). O Trizol protege o RNA contra ribonucleases.

Foram pesados 600 mg de hipotalamo de cada novilha; homogeneizados em cadinho e
pistilo com N-liquido; transferidos para tubos tipo Falcon (50 mL) contendo 6,0 mL de
Trizol®; homogeneizados em Turraz por 30 segundos. As amostras foram centrifugadas a
4.500 r.p.m. (2.900 x g) por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante de cada tubo foi transferido
para 5-6 tubos microtubos de 1,5 mL (1,0 mL por tubo). Os tubos foram estocados em ultra-
freezer -80 °C.

Foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio, por tubo, em dois tubos de amostra de cada
novilha. Os tubos foram agitados vigorosamente por 15 segundos e deixados incubando a
temperatura ambiente (TA) por 3 minutos. Foram centrifugados a 10.500 r.p.m. (12.000 x g)
por 15 minutos a 4 °C e o sobrenadante (~ 0,6 mL) foi transferido para outro tubo de 1,5 mL
contendo 500 pL de Isopropanol.

Os microtubos foram incubados a TA por 10 minutos, agitados em vortex e
centrifugados a 10.500 r.p.m. por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi removido e a cada
tubo foi adicionado 1,0 mL de alcool etilico 75 %. Os tubos foram agitados em voértex e
centrifugados a 8.000 r.p.m. (7.000 x g) por 5 minutos a 4 °C. O alcool foi descartado e os
tubos foram deixados invertidos a TA por 15 minutos para secar.

O pellet foi dissolvido em 50-80 pL de H,Opgpe € aquecido em bloco aquecedor por
10 minutos a 55 °C. Os tubos foram agitados em vortex, colocados em gelo por 1 minuto e
centrifugados em centrifuga de bancada. O volume dos tubos foi pipetado multiplas vezes.

Foram separados 6,0 pL de aliquota, 1,0 pL para a leitura em espectrofotometro e 5,0

uL para a eletroforese em gel de agarose 1 %. O volume restante foi armazenado a -80 °C.
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4.6 LEITURA EM ESPECTROFOTOMETRO

A leitura em espectrofotometro objetiva o conhecimento da concentragdo do RNA
extraido e da razdo na qual se encontra, sendo um dos parametros considerados como padrao
de qualidade da amostra ou da extracao.

A leitura foi realizada com o aparelho GeneQuant Pro (Amersham Biosciences). Foi
utilizado 1,0 uLL de amostra diluido em 59 pL de agua MiliQ (H2Omiiig) € o fator de diluigdo
aparelho foi ajustado para 60. Como referéncia para leitura, foi utilizada HyOmiiig. Foram
anotadas as leituras dos comprimentos de onda A230, A260, A280, a razdo 260/280 ¢ a

concentragdo em pug/mL.

4.7 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

4.7.1 Higienizacio da Cuba de Eletroforese

Anteriormente a cada eletroforese a cuba foi lavada com detergente neutro; enxaguada
com dH,0; seca com alcool 70% a temperatura ambiente; deixada por 10 minutos em agua
oxigenada (H,O,); e enxaguada com H,Opgpc, deixando-a agir por 5 minutos e descartando-a
em seguida; objetivando reduzir ou eliminar os possiveis contaminantes do ambiente,

principalmente RNAses, que pudessem interferir nos resultados.

4.7.2 Preparo do Tampao Tris-borato EDTA (TBE) 5X

O tampao tris-borato EDTA (TBE) foi preparado utilizando 4,0 mL de solugdo de
EDTA 0,5 M (pH 8,0), 10,8 g de Hidroximetil Aminometano (TRIS), 5,5 g de Acido Bérico e
mais 120 mL de H,Opgpc. A solugdo foi misturada com auxilio de um agitador magnético. O

volume foi ajustado para 200 mL com H,Opgpc.
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4.7.3 Preparo do Gel de Agarose 1%

Foi utilizado TBE 0,5 X para diluir a agarose. A solugdo foi colocada em um
erlenmeyer de 250 mL e aquecida em microondas até que a agarose fosse dissolvida por
completo. O frasco foi transferido para a bancada. Quando a solu¢do atingiu 55 °C (morno)
foi adicionado o corante brometo de etideo (0,04 pg/mL) e o frasco foi agitado suavemente.

Os lados da cama de eletroforese foram vedados e a solug¢do de agarose foi dispensada
na cuba com o pente adequado. Esperou-se a polimerizagdo do gel (30-45 minutos) e colocou-

se o TBE 0,5 X até cobri-lo. O pente e as laterais foram removidos.

4.7.4 Aplicacio das amostras no Gel

As amostras foram preparadas para a aplicagdo no gel misturando 5,0 uL da amostra,
2,0 uL de loading RNA e mais 3,0 uL de HyOpgpc. A solugdo foi aquecida em bloco
aquecedor a 85 °C por 10 minutos.

As amostras foram vagarosamente aplicadas nos pocos e a fonte de eletroforese foi

ligada a 70 Volts, deixando correr do pdlo negativo para o positivo por 50 minutos.

48 REMOCAO DO DNA COM DNASE I

Foram tratados 1,5 pg de RNA cada amostra com DNAse I, afim de eliminar possiveis
contaminagdes com DNA genomico, seguindo-se as recomendagdes do fabricante. O RNA foi
incubado com 1 pL de tampao DNAse I, 1 pL. de DNAse I e 8 uL de H,Opgpc a TA por 15
minutos. Foi adicionado 1 pl. de EDTA (25 mM) e a solugdo foi aquecida em bloco
aquecedor a 65 °C por 10 minutos, para desativar a enzima. As amostras tratadas foram
colocadas em gelo por 1 minuto, centrifugadas em centrifuga de bancada e armazenadas em

freezer a -20 °C.
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49 SINTESE DO CDNA

As amostras tratadas com DNAse I foram submetidas a sintese do cDNA, utilizando-se
o kit Superscript II cDNA synthesis (Invitrogen). Foram utilizados 1,09 pg de RNA de cada
amostra como molde da reagdo de Transcriptase Reversa (RT) e tubos controle (-RT), aos
quais ndo foram adicionados a enzima. A todas as reagdes foram adicionados 1 pL de
deoxyNTP (10mM) e 1 uL de oligo (dT);s.1s como iniciador. As reagdes foram incubadas a 65
°C por 5 minutos em bloco aquecedor e colocadas em gelo por 1 minuto, apos foram
adicionados 2 pL de tampao RT (10 X), 4 uL de Cloreto de Magnésio (MgCl, — 25 mM), 2
puL de dTT (0,1 M), 1 puLL. de RNaseOUT, incubadas a 42 °C por 2 minutos, colocadas em gelo,
em seguida foi adicionado 1 pL de RT as amostras, exceto aos tubos -RT. As amostras foram
incubadas a 42 °C por 50 minutos e a sintese foi finalizada incubando-se a 72 °C por 15
minutos e colocadas em gelo. A fita de RNA foi removida do hibrido com a adi¢do de 1 uL de
RNAse H, seguida por incubag¢do a 37 °C por 20 minutos.

As reacdes foram preparadas para um volume final de 20 pL e a elas foram
adicionados 60 pL de etanol absoluto e 2 pL de acetato de sédio 3 M pH 5,2 para
precipitacdo. Os tubos foram armazenados overnight. A precipitagdo foi realizada
centrifugando as amostras a 11.300 r.p.m. (14.000 x g) por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante
foi removido e o pellet foi lavado com 0,5 mL de etanol 70 %. Os tubos foram agitados em
vortex e centrifugados a 8.000 r.p.m. (7.000 x g) por 5 minutos a 4°C. O etanol foi descartado
¢ os tubos foram deixados invertidos a TA por 15 minutos para secar. O pellet foi dissolvido
em 50 pL de tampao Tris-EDTA (TE) pH 8,0, pipetando-se multiplas vezes e a solug¢do
aquecida a 55 °C por 10 minutos. Os tubos foram agitados em vortex, colocados em gelo e

centrifugados em centrifuga de bancada.

4.10 DELINEAMENTO DOS PRIMERS

Os primers, senso ¢ antisenso, para quantificacdo da expressdo génica foram
delineados, segundo a regido codificante das sequéncias de quatro genes candidatos
reconhecidamente envolvidos com a sinalizagdo hipotalamica da leptina em bovinos:

Neuropeptideo-Y (NPY), seus receptores: NPY-Y1, NPY-Y4, e supressor de sinalizagcdo de
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citocinas 3 (SOCS-3). A proteina ribossomal L19 (RP-L19) ¢ expressa de forma constitutiva
pelos tecidos e foi utilizada como controle positivo de amplificagdo e para normalizar a
quantidade de DNA complementar (cDNA) presente em cada amostra durante o estudo da
expressao diferencial de genes, sendo também delineados seus primers, segundo a regido
codificante do gene.

Para tanto foi utilizado o software Primer Express® 3.0 (Applied Biosystems). Os
primers foram avalidados no Primer BLAST do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index) e para a selecdo dos melhores primers

em cada sequéncia foi utilizado o software OligoAnalyser 3.1 da empresa Integrated DNA

Technologies (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx).

Os primers foram sintetizados pela Invitrogen e foram delineados de acordo com as
exigéncias para adequada curva de amplificacdo e quantificagdo em PCR em tempo real

(qPCR). Os critérios utilizados estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2 - Critérios utilizados para delineamento dos primers

Parametro Avaliado Minimo Maximo
Tamanho Amplicon (pb') 100 150
Temperatura de fusdo dos primers (Tm °C) 58 60
Porcentagem de GC (GC%?) 30 80

'pb — pares de bases.
2Expressa a porcentagem de bases G e C no primer.

Amplicons muito extensos dificultam a quantificagio por qPCR e a adequada
eficiéncia da curva padrao e slope.

Na tabela 3 estdo apresentados os primers forward e reverse e suas respectivas
temperaturas de fusdo °C (Tm), porcentagens de GC e nimeros de pares de bases dos genes:

NPY, NPY-Y1, NPY-Y4, SOCS-3, RP-L19.
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Tabela 3 - Primers forward (F) ¢ reverse (R) e suas respectivas temperaturas de fusdo (Tm),
porcentagem de GC (GC%) e niimeros de pares de bases (pb) dos genes: NPY,
NPY-Y1, NPY-Y4, SOCS-3, RP-L19

Gene Sequéncia §' - 3' Tm (°C) GC% N° pb
NPY_F ACCCCTCCAAGCCTGACAA 59 58 19
NPY_R TGCCTGGTGATGAGATTGATG 58 48 21
NPY-Y1_F ACAGGTCCAGTGAAGCCAAAA 58 48 21
NPY-YI_R TGGTCCCAGTCAAACACAGTG 58 52 21
NPY-Y4 F TGGCCTCCACCTGTGTCAA 60 58 19
NPY-Y4 R GGGACACTCTGCTGGCAAGT 59 60 20
SOCS-3_F CCAGCCTGCGCCTCAA 59 69 16
SOCS-3_ R CGTCACGGTGCTCCAGTAAA 58 55 20
RP-L19_F AGGGTACTGCCAATGCTTTAATG 58 43 23
RP-L19 R CATGTGGCGGTCAATCTTCTT 59 48 21

4.11 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCR)

As reagdes em cadeia de polimerase (PCR) foram realizadas com o objetivo de
comprovar a qualidade dos primers de acordo com a capacidade de amplificagdo do inserto de
cDNA predito.

Para o preparo da reag@o teste foi feito um pool com as amostras de cDNA. O pool de
cDNA foi descongelado em gelo, aquecido a 55 °C por 10 minutos, agitado em vortex,
esfriado em gelo por 1 minuto e centrifugado em centrifuga de bancada. Foi preparado um
miX, utilizando-se em cada reagdo: 1 pL de ANTP (10 mM), 5 pL de tampdo de PCR 10 X, 1,5
uL de MgCl, (50 mM), 1,25 pL de primer_F (10 uM), 1,25 pL de primer R (10 uM), 0,25
uL de Taq (Termophilus aquaticus) DNA polimerase (5 U/uL) e HyOwmiiq estéril para
completar 49 puL.

A amplificagdo ocorreu em um volume final de 50 puL, sendo 1 uL de pool de cDNA ¢
mais 49 pL do mix, utilizando um termociclador PXE 0.2 (Thermo Electron Corporation),
com a seguinte programacdo: 1 ciclo de 94 °C por 45 seg; seguido por 44 ciclos de
desnaturagdo a 94 °C por 45 seg, anelamento a 57 °C por 30 seg e extensdo 72 °C por 30 seg;
e finalizada com 1 ciclo de 94 °C por 1 minuto, 1 ciclo de 57 °C por 30 seg, 1 ciclo de 72 °C
por 1 min e 4 °C infinito.

Os produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose 2% para verificacdo da

existéncia e comprovagdo do niimero de pares de bases dos insertos clonados.
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Para a confeccao do gel de agarose foi utilizado o protocolo descrito no item
eletroforese em gel de agarose, porém foram feitas as seguintes alteracdes: foi utilizada
H,Owmiq estéril no preparo do TBE; foram utilizados 5 pL dos produtos da reagdo de
amplificagdo e mais 1 uL de loading DNA no preparo das amostras, sem aquecimento prévio;
foi utilizado um marcador (DNA marker) no primeiro pogo para identificar o tamanho do
inserto; os produtos foram vagarosamente aplicados nos pocos subsequentes ¢ a fonte de
eletroforese foi ligada a 60 Volts, deixando correr do polo negativo para o positivo por 80

minutos.

4.12 RT-PCR EM TEMPO REAL

As amplificagdes em PCR em tempo real foram realizadas com o objetivo de
quantificar a expressdo génica relativa dos genes candidatos, NPY, NPY-Y1, NPY-Y4 e
SOCS-3, quando comparados ao gene referéncia, RP-L19.

Foram feitas curvas padrdo de cada gene com o mesmo pool de cDNA do hipotalamo
utilizado para as amplificagdes em termociclador que, através do slope, determinaram a
eficiéncia das reagdes. Para as amplificagdes em PCR em tempo real foram feitos grupos
compostos por duas novilhas de cada por tratamento, formados de acordo com a sequéncia
dos abates (Tabela 4).

As detecgdes das amplificacdes por PCR em tempo real foram realizadas no
equipamento SepOne® (Applied Biosystems® — Life Technologies do Brasil) utilizando o
reagente SYBR Green master mix 2 X (Applied Biosystems® — Life Technologies do Brasil),
composto pelo corante SYBR Green, dNTPs, MgCl,, tampao ¢ AmpliTag Gold® DNA
polimerase.

Ap6s padronizagdo, as reacdes foram definidas como: 10 pL de SYBR Green master
mix 2 X, 1,2 pL de cada iniciador (5 pM), 6,6 pL H,Owmiiiq estéril e 1 uL de cDNA, seja como
amostra ou pool, perfazendo um volume final de 20 pL. Em todas as rea¢des foram utilizados
controles negativos, contendo H,Owmiiiq estéril em substitui¢do a amostra. As reagdes foram
preparadas em duplicatas (curva padrao) ou triplicatas (andlise da expressdo génica), em tubos
com tampas Opticas transparentes e planas ou em placas com adesivo Optico, que permitem a

passagem da luz.



Tabela 4 - Descricao dos grupos de novilhas formados para a anélise da

expressdo génica em real time

Grupos Real Time  Novilha  Tratamento Data do Abate
1217 ALTA 08/08/2008
1270 ALTA 15/08/2008
Novilhas 01 1191 BAIXA+LEP' 08/08/2008
1124 BAIXA+LEP 05/09/2008
1187 BAIXA 22/08/2008
1185 BAIXA 05/09/2008
1264 ALTA 22/08/2008
1273 ALTA 27/08/2008
Novilhas 02 1272 BAIXA+LEP 19/09/2008
1320 BAIXA+LEP 19/09/2008
1101 BAIXA 05/09/2008
1058 BAIXA 11/09/2008
1337 ALTA 27/08/2008
1233 ALTA 05/09/2008
Novilhas 03 1338 BAIXA+LEP 08/10/2008
1296 BAIXA+LEP 08/10/2008
1192 BAIXA 24/09/2008
1255 BAIXA 14/11/2008
1110 ALTA 17/10/2008
1121 ALTA 17/10/2008
Novilhas 04 1303 BAIXA+LEP 10/10/2008
1171 BAIXA+LEP 21/11/2008
1333 BAIXA 18/12/2008
1261 BAIXA 09/01/2009
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'"LEP — leptina.

A programacéo do equipamento foi: 1 ciclo de 95 °C por 10 min, denominado holding
stage, que tem por fungdo parar a atividade da enzima Uracil-N-Glicosilase (UNG), a qual
degrada DNA dupla fita contendo uracila; seguido por 40 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por
15 seg e anelamento a 60 °C por 1 min. Apds os ciclos de amplificagdo, procedeu-se a curva
de dissociagdao que ocorre entre 60 e 95 °C, com ciclos sequentes de 95 °C por 15 seg e 60 °C
por 1 min, colhendo pontos a cada aumento em 0,3 °C na temperatura.

A curva de dissociagdo consiste na desnaturagdo dos produtos de PCR de acordo com
0 aumento na temperatura. Quando o SYBR encontra-se 50 % dissociado das fitas duplas e 50
% associado, a temperatura de Fusdo (Tm) ¢ gerada, pois, se o fluoroforo nao esta ligado a
fita a fluorescéncia ndo ¢ captada. A Tm depende do tamanho do fragmento e do GC%. Mais
de uma Tm na mesma amplificacdo pode indicar amplificagdo de produtos inespecificos ou
forma¢ao de dimeros de primer, quando ha excesso do iniciador ou falha em seu desenho

(grande regiao de homologia).
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4.13 MICROARRANJOS DE OLIGONUCLEOTIDEOS EM SLIDES DE VIDRO
(MICROARRAYS)

4.13.1 Delineamento experimental

Uma questdo crucial nos experimentos de microarranjos ¢ o numero e tipo de
repeticdes a serem utilizados (LEE et al., 2000; KERR; CHURCHILL, 2000; KERR;
CHURCHILL, 2001). Cui e Churchill (2003) mostraram a importancia de aumentar o nimero
de repeti¢des técnicas (microarranjos) e bioldgicas (animais) nos experimentos de expressao
génica para que se possa ter maior poder de teste nos efeitos de interesse. Os autores
determinaram ser necessario um minimo de quatro animais e quatro slides por animal, ou seis
animais e dois slides por animal, para detectar diferencas maiores que duas vezes entre médias
de tratamentos com poder de teste de 0,80.

Trabalhando com dados de expressdo génica de bovinos em microarranjos, Silva
(2003) constatou serem necessarias seis repeticdes bioldgicas (animais), e duas repetigcdes
técnicas (Slide) dentro de cada repeticdo biolodgica, para detectar diferencas iguais ou
superiores a duas vezes entre tratamentos, com um poder de teste de 0,80.

Com base nos estudos relatados acima, pode-se estimar um minimo de seis animais
por tratamento, com uma hibridizagao (slide) por animal, para se detectar mudangas maiores
que duas vezes na expressao génica.

Seis hibridizagcdes foram realizadas para cada comparagcdo desejada entre os

tratamentos experimentais, em um total de 12 hibridizagdes (Figura 5).

ALTA BAIXA+LEP

Figura 5 - Delineamento experimental para analise da expressdo gé€nica por microarranjos de oligonucleotideos.
Alexa Fluor 555 = @ e Alexa Fluor 647 = @ . Cada combinagdo foi repetida 6 vezes num total de 12
hibridizacdes



48

A normalizacao para o efeito de corante foi feita alternando-se os fluoroforos Alexa
Fluor (AF) 555 e AF 647 entre os pools do mesmo tratamento. As hibridizagdes e seus

respectivos corantes estdo descritos na tabela 5.

Tabela 5 - Descricdo das amostras e corantes
utilizados em cada hibridiza¢ao

Hibridizacio  AF' 555 AF 647
Hib” 01 HA’01 HBO1
Hib 02 HB*01 HAO1
Hib 03 HBL’01 HBO1
Hib 04 HBO1 HBLO1
Hib 05 HA02 HBO02
Hib 06 HBO02 HA02
Hib 07 HBLO02 HBO02
Hib 08 HBO02 HBLO02
Hib 09 HAO03 HBO3
Hib 10 HBO03 HAO3
Hib 11 HBLO03 HBO3
Hib 12 HBO03 HBLO03

'AF — Alexa Fluor; *Hib - Hibridiza¢io; "HA — Hipotalamo
alta energia; *HB — Hipotalamo baixa energia; HBL —
Hipotalamo baixa energia com leptina.

4.13.2 Preparo das amostras

A anélise da expressdo génica por microarranjos foi uma padronizacdo da técnica no
Laboratorio de Gendmica Funcional. Foram preparados pools entre os tratamentos, mantendo
a significancia da analise, mas reduzindo a quantidade de reagentes utilizados.

Foram preparados trés pools com as amostras de RNA do hipotalamo de cada grupo
para a sintese de cDNA e posterior hibridizagdo em microarranjos (Tabela 6). Foram
calculadas as quantidades de RNA por amostra e as concentragdes foram ajustadas para 1
png/uL. As amostras foram colocadas em ordem numérica, de acordo com o numero das
novilhas, para defini¢ao e confecgdo dos pools microarray.

Era sabido que para cada sintese de cDNA seriam utilizados 15 puL de cada pool,
porém como descrito na tabela 5, foram necessarios 2 pools de cada tratamentos ALTA, 2 de
cada tratamento BAIXA+LEP e 4 pools de cada tratamento BAIXA. Cada pool ALTA e
BAIXA-+LEP foi feito para obtengdao do volume final de 36 uL, no caso dos pools BAIXA o
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volume final foi de 66 pL (Tabela 6). Os 6 uL restantes foram utilizados para verificagao da

qualidade do RNA por gel de agarose-formaldeido 1,2%.

Tabela 6 - Identificacdo dos pools das amostras de RNA do hipotalamo, preparados para a
sintese do cDNA, separados por tratamento e descricdo das concentragdes e
volumes ajustados para confec¢do dos pools

3 Quant’ Vol

ID pool VoI’  Conc Vol Final Vol por

Novilha  Tratamento ;o oora! Inicial (ng/pl) OV (Iug/ul) amostra L nal
(ng) pool

1110 ALTA 193 2045 567 56,7 12.0

1121 ALTA HAOI 173 3946 683 68.3 120 360

1217 ALTA 205 3425 704 70.4 12.0

1233 ALTA 483 1090 527 52,7 12,0

1264 ALTA HAO2 177 4531 800 80,0 120 360

1270 ALTA 195 4574 89.0 89,0 12,0

1273 ALTA 212 3593 761 76.1 18.0

1337 ALTA HAD3  4es 1159 566 56.6 180 60

1124 BAIXAILEP 114 7541 86,0 26.0 12.0

1171 BAIXA+LEP HBLOI 219 3022 661 66.1 120 360

1191 BAIXA+LEP 152 1769 269 26.9 12,0

1272 BAIXA+LEP 183 4452 813 313 12.0

1296 BAIXA+LEP HBLOZ 127 7123 905 90.5 120 360

1303 BAIXA+LEP 211 3103 654 65.4 12.0

1320 BAIXA(LEP 141 6398 905 90,5 18.0

1338 BAIXA+LEP HBLO3 /%0 s 703 723 180 60

1058 BAIXA 164 4201 704 704 22.0

1101 BAIXA HBOI 183 3924 718 71.8 20 360

1185  BAIXA 194 2928 568 56.8 22,0

1187 BAIXA 23 6470 798 79.8 22.0

1191 BAIXA HB0O2 311 4169 1295 1295 220 360

1255  BAIXA 13.9 6658 925 92.5 22.0

1261 BAIXA 138 6634 918 91.8 33.0

1333 BAIXA HBO3 )6 6446 810 81.0 330 60

'ID — identificagdo (HA — hipotalamo alta energia, HB — hipotdlamo baixa energia, HBL — hipotilamo baixa
energia com leptina); *Vol — volume; *Conc — concentragdo; “Quant — quantidade; *LEP — leptina.

4.13.3 Gel de agarose-formaldeido (FA) 1,2 %

Foram preparados os tampodes de agarose-formaldeido (FA) 10 X, o tampao de corrida
do gel FA 1 X ¢ o tampao de carregamento do RNA (loading RNA) 5 X. Foram preparados
250 mL do tampao do gel FA utilizando 10,47 g de MOPS-3 (4cido propano sulfénico 3-[N-
morfolino]) 20 mM, 1,7 g de acetato sodio 5 mM, 5 mL de EDTA 1 mM e 180 mL de
H,Opgpc; o pH foi ajustado para 7,0 e o volume foi completado para 250 mL com H;Opgpc.

Foram preparados 500 mL do tampdo corrida do gel FA 1 X, utilizando 50 mL do tampao gel
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FA 10 X, 10 mL de formaldeido 37 % (12,3 M) e 440 mL de H,Opgpc. Foram preparados 10
mL de loading RNA 5X utilizando 25 mg de azul de bromofenol 0,25%, 80 uL de EDTA 0,5
M, pH 8,0, 720 pL de formaldeido 37 % (12,3 M), 2,26 mL de Glicerol 87 %, 3,084 mL de
formamida 30,1 %, 4 mL de tampao do gel FA 10 X e o volume completo para 10 mL com
H,Opgpc; 0 loading foi aliquotado em tubos de 1,5 mL. As solugdes foram armazenadas em
refrigerador.

O gel FA 1,2 % foi preparado em um erlenmeyer de 250 mL utilizando 0,6 g de
agarose, 5 mL de Tampao FA 10X e o volume completo para 50 mL com H,Opgpc. A mistura
foi aquecida em aparelho de microondas para derreter a agarose; esfriado em banho-maria a
65 °C. Foram adicionados 0,9 mL de formaldeido 37 % (12,3 M) e 1 puL de uma solugdo
estoque de brometo de etideo 10 mg/mL. A solugdo foi misturada cuidadosamente e
despejada no suporte do gel. Antes de correr o gel foi equilibrado no tampao de corrida do gel
FA 1 X por pelo menos 30 min.

Os pools microarray foram preparados para a eletroforese em gel FA, adicionando 1,5
uL de loading em 6 pL de pool. A solugdo foi misturada incubada por 5 min a 65 °C, esfriada
em gelo e aplicada no gel FA equilibrado. O gel foi corrido a 60 V por 50 min.

4.13.4 Sintese do cDNA

Para a sintese, marcacdo e purificagdo do cDNA utilizado nas hibridizacdes foi
utilizado o kit SuperScript™ Plus Indirect cDNA Labeling System (Invitrogen), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Os componentes do kit foram agitados em vortex antes do uso,
com excessdo das enzimas. As reagdes foram preparadas em tubos 1,5 mL RNAse-free
estéreis, adicionando-se 15 uL de cada pool de RNA total (1 pg/uL), 2 puL de anchored
oligo(dT)o primer (2,5 pg/ul) e 1 uL de H,Opgpc; 0s tubos foram incubados a 70 °C por 5
min em bloco aquecedor e colocados em gelo por 1 min. Ainda com os tubos em gelo foram
adicionados 6 pL do tampao first-strand (5X), 1,5 uL de dTT (0,1 M), 1,5 uL de ANTP mix
(incluindo nucleotideos amino-modificados), 1 uL. de RNaseOUT™ (40 U/uL), 2 uL de
SuperScript™ 111 RT (400 U/uL); os tubos foram misturados gentilmente e centrifugados
rapidamente em centrifuga de bancada, apds foram incubados a 46 °C por 3 horas.

Apoés a incubagdo procedeu-se a hidrdlise e neutralizagdo alcalina, para degradar o

RNA original. Foram adicionados 15 pulL de NaOH 1 N a cada tubo e misturados
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vigorosamente; os tubos foram incubados a 70 °C por 10 minutos. Para neutralizagdo do pH
foram adicionados 15 pL de &cido cloridrico (HCI1) 1 N, misturados gentilmente.

Procedeu-se a purificagdo do cDNA First-Srand. O tampao de ligagao foi diluido em
Isopropanol P.A. e o tampdo de lavagem foi diluido em Etanol Absoluto P.A. Foram
adicionados 700 uL de tampao de ligagdo aos tubos contendo cDNA first-strand da hidrdlise
e neutralizacao. Os tubos foram agitados brevemente em vortex. Os cartuchos foram inseridos
nos tubos de colheita e a eles foi adicionada a solucdo tampao de ligagdo contendo o cDNA,
logo apds foram centrifugados a 3.300 x g por 1 min. Os tubos de colheita foram removidos, o
filtrado descartado e eles devolvidos aos respectivos cartuchos. Foram adicionados 600 pL de
tampao de lavagem aos cartuchos que, posteriormente, foram centrifugados a 12.000 x g por
30 seg. Os tubos de colheita foram removidos, o filtrado descartado e eles devolvidos aos
respectivos cartuchos, apos foram centrifugados a 12.000 x g por 30 seg. para remover o
tampao de lavagem residual. Os tubos de colheita foram removidos e descartados. Os
cartuchos foram colocados em tubos de colheita &mbar. Foram adicionados 20 uL. de HyOpgpc
ao centro de cada cartucho, sem encostar no filtro, e incubados a TA por 1 min. Os tubos
foram centrifugados a 12.000 x g por 1 min para colher o cDNA purificado.

O cDNA first-strand purificado foi concentrado no equipamento Concentrator 3000
(Eppendorf), utilizando rotagdao e vacuo a 30 °C, por aproximadamente 13 min, até que o
volume foi reduzido a 3 pL, gentilmente cedido pelo Laboratério de Morfofisiologia
Molecular e Desenvolvimento (LMMD) da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de

Alimentos (FZEA-USP) sob responsabilidade do professor Dr. Flavio Vieira Meirelles.

4.13.5 Acoplamento ao corante fluorescente

Para o acoplamento ao corante fluorescente, foi necessario manter os tubos contendo
cDNA e os frascos de corante protegidos da luz. Foram adicionados 5 pL do tampao de
acoplamento 2X aos tubos. Os corantes Alexa Fluor 555 e 647 foram ressuspensos
adicionando 2 pL de DMSO (aquecido a TA antes do uso, para evitar a condensacao) a seus
frascos no momento de sua adi¢do ao tubo correspondente contendo tampao de acoplamento.
Os tubos foram agitados em vortex.

Procedeu-se a purificagdo do cDNA marcado com fluorescéncia . As amostras foram

protegidas da luz. Foram adicionados 700 pL. de tampao de ligagdo aos tubos contendo cDNA
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first-strand acoplado ao corante. Os tubos foram agitados brevemente em vortex. Os
cartuchos foram inseridos nos tubos de colheita e a eles foi adicionada a solugdo tampao de
ligagdo contendo o cDNA, logo apods foram centrifugados a 3.300 x g por 1 min. Os tubos de
colheita foram removidos, o filtrado descartado e eles devolvidos aos respectivos cartuchos.
Foram adicionados 600 pL de tampao de lavagem aos cartuchos que, posteriormente, foram
centrifugados a 12.000 x g por 30 seg. Os tubos de colheita foram removidos, o filtrado
descartado e eles devolvidos aos respectivos cartuchos, apos foram centrifugados a 12.000 x g
por 30 seg para remover o tampao de lavagem residual. Os tubos de colheita foram removidos
e descartados. Os cartuchos foram colocados em tubos de colheita &mbar. Foram adicionados
20 uL de H,Opgpc ao centro de cada cartucho, sem encostar no filtro, e incubados a TA por 1
min. Os tubos foram centrifugados a 12.000 x g por 1 min para colher o cDNA purificado.

Com o objetivo de avaliar a ligagdo do cDNA ao corante, foi colhida uma aliquota de
1 uL de cDNA marcado com corante de cada tubo e colocada em outro tubo contendo 9 uL. de
H>Omiliq protegido da luz. A absorbancia a 260, 555 e 647 nm e suas respectivas
concentragdes foram medidas em aparelho espectrofotdometro Biomate 3 (Thermo Scientific),
pertencente ao Laboratério de Microbiologia Agricola e Molecular (LAMAM) da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCAR), campus Araras, sob responsabilidade da
professora Dra. Sandra Regina Ceccato Antonini.

O restante da amostra foi precipitado adicionando-se 50 pL de etanol 100% e 2 pL de
acetato de so6dio 3 M pH 5,2. Os tubos foram incubados a -20 °C overnight.

O cuidado com a minima exposi¢ao a luz foi mantido e as amostras foram precipitadas
centrifugando-as a 12.000 x g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado. Foram
adicionados 100 pL de etanol 75 %. Os tubos foram agitados em vortex e posteriormente
centrifugados a 12.000 x g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e os tubos foram
invertidos e secos a TA por 10 min cobertos por papel aluminio. O pellet foi ressuspenso em 4

uL de EDTA 10 mM. Os tubos foram armazenados em gelo e mantidos refrigerados.
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4.13.6 Preparo das solugdes estoque

4.13.6.1 Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 20 %

Foram preparados 200 mL de solugdo SDS 20 %. Foram adicionados 40 g de SDS a
180 mL de dH»O estéril, aquecida a 68 °C. O SDS foi dissolvido com auxilio de um agitador
magnético. O pH da solu¢do foi ajustado para 7,2 adicionando HCI concentrado, foi utilizado
um pHmetro Tec 3MP (Technal) para controle da alteragdo no pH. O volume foi ajustado

para 200 mL.

4.13.6.2 Solugao Padrao de Citrato Salino (SSC) 20 X

Foram preparados 1.000 mL de SSC 20 X, para tanto, foram diluidos 175,3 g de
cloreto de sodio (NaCl) e 88,2 g de citrato de s6dio em 800 mL de dH,O. O pH da solugao foi
ajustado para 7,0. O volume foi ajustado para 1.000 mL. A solugdo foi esterilizada em

autoclave.

4.13.7 Pré-hibridizacao

Iniciou-se o preparo dos slides para a hibridizagdo, submetendo-os a pré-hibridizagao.
Foi preparado um novo tampao de pré-hibridizacdo em cada etapa de hibridizagdo. Em um
Becker foram adicionados 372,5 mL de dH,O estéril pré-aquecida a 42 °C, 125 mL de SSC 20
X, 2,5 mL de SDS 20 %, 5,0 g de soro albumina bovina (BSA — Sigma), homogeneizados
com o auxilio de um agitador magnético.

Os dlides foram identificados de acordo com a respectiva hibridizagao. O tampao de
pré-hibridizacao, aquecido a 42 °C, foi dispensado em uma high throughput wash station
(Arraylt® Microarray Technology). Os slides foram colocados no suporte da estagdao de

lavagem e mergulhados no tampao de pré-hibridizagao com agitacdo em agitador magnético
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por 1 minuto, auxiliando na dispersao do DNA livre, logo apos foram incubados em estufa a
42 °C por 1 hora. Os dides foram lavados em SSC 0,1 X (2,5 mL de 20 X SSC em 500 mL
dH,O estéril), colocado em outra estacdo de lavagem por 5 min a TA com agitagdo e apds
lavados em dH,O estéril movendo a rack 10 vezes para cima e para baixo. Com o objetivo de
melhorar a secagem, os slides foram mergulhados rapidamente em isopropanol e, em seguida,

colocados em tubos Falcon de 50 mL e centrifugados a 1.500 r. p. m. por 5 min.

4.13.8 Higienizacao do cassete de hibridizacio e da Lifter Slip

Os cassetes de hibridizagdo foram lavados com detergente neutro, enxaguados em
dH,O e dH,0 estéril, secos e mantidos em estufa a 54 °C.
As Lifter-dip foram higienizadas com mergulhos sequenciais em etanol 95 %, SDS

0,2 % e dH,0 estéril, secas e mantidas em estufa a 54 °C.

4.13.9 Pré-aquecimento do Tampao de Hibridizacao

O tampao de pré-hibridizagao Side Hyb #1 (Ambion) foi aquecido em banho-maria a
68 °C por 10 min; foi agitado em vortex até que todo o material precipitado tenha sido

dissolvido e mantido em estufa a 54 °C.

4.13.10 Hibridizacao

As amostras foram mantidas protegidas da luz durante todo o processo de
hibridizagao. As amostras precipitadas e ressuspendidas em EDTA marcadas com AF 555
foram transferidas para tubos correspondentes a hibridizacdo desejada contendo amostras
marcadas com AF 647 e homogeneizadas (Tabela 4). Os mixes foram transferidos a
microtubos de 0,2 mL identificados com a hibridizagdo correspondente. Foi adicionado 1 pL

de yeast tRNA (Ambion) a cada mix. A reagdo foi aquecida a 95 °C por 10 min em
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termociclador. Foram adicionados 51 pL de tampdo SideHyb (mantido a 54 °C) a cada reagao
misturados por pipetagem.

Foram adicionados 150 puL de H>Omiiiq a cada nervura da camara de hibridizagao pré-
aquecida. O dlide foi colocado na cdmara com o DNA impresso para cima, a lifter-slip foi
posicionada, com a faixa branca em contato com a lateral do slide, sobre a area do arranjo
impresso. A amostra mantida aquecida foi colocada bem devagar em um lado da lifter-dip e
deixar dispersar por capilaridade, evitando a formacao de bolhas de ar. A tampa do cassete foi
colocada rapidamente sobre a camara, apds verificar que a borracha flexivel estava assentada
uniformemente no canal. Foi aplicada pressao de cima para baixo sobre a tampa do cassete e
os parafusos foram firmemente fechados. O cassete foi colocado em banho-maria a 54 °C por

16 horas.

4.13.11 Preparo das solucoes de lavagem

A lavagem do dlide é uma etapa importante no processo de hibridizagdo, pois garante a
remogao dos residuos de tampdes, corantes e amostras da superficie do dlide. As trés solugoes
de lavagem foram preparadas de acordo com os volumes de reagentes descritos na tabela 7,
perfazendo volume final de 500 mL em cada. A solugdo I foi preparada com dH,O estéril

aquecida a 42 °C.

Tabela 7 - Descricdo dos reagentes e suas respectivas concentracdes, utilizados
no preparo das solugdes para a lavagem dos slides

Solug¢odes para lavagem dH,0' estéril 20X SSC° 20% SDS’
Solucéo I (42 °C) 470,0 mL 25,0 mL 5,0 mL
Solucao I1 492.5 mL 2,5mL 5,0 mL
Solucio 111 497,5 mL 25mL -

'dH,0 — agua destilada; 2SSC - Standard Saline Citrate; *SDS — Dodecil Sulfato de Sodio.

Os dlides foram mantidos protegidos da luz no momento de sua remogao da camara de
hibridizagdo, que foi feita com auxilio de pingas estéreis e colocados em placas de Petri
estéreis contendo solucdo de lavagem I. As placas foram cuidadosamente agitadas, em
movimentos laterais, para remogdo da lifter-glip. As lifter-slip foram removidas e os slides

colocados em uma rack das estagdes de lavagem.
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As trés estagdes de lavagem foram cobertas com papel aluminio. A primeira foi
adicionada solu¢ao de lavagem I, a segunda solugdo II ¢ a terceira solugdo III. A rack com os
slides foi colocada na solugdo de lavagem I e a solugdo foi agitada em agitador magnético a
velocidade média por 2 min e 30 seg com a superficie do slide colocada na dire¢do do fluxo
do liquido, a rack foi girada em 90° e mantida sob ac¢do da solugdo por mais 2 min e 30 seg. A
rack foi transferida para a solugdo de lavagem II e depois para a solugdo III, repetindo o
procedimento utilizado com a solugao I.

Os dides foram colocados em tubos Falcon (50 mL) e centrifugados a 1.500 r.p.m. por
5 min, com a superficie impressa do slide para baixo. Os Falcon foram substituidos por outros
lavados em agua destilada e secos em estufa, devidamente identificados e cobertos com papel

aluminio e armazenados a TA em local protegido da luz.

4.13.12 Escaneamento do Slide

Para proceder o escaneamento o slide foi colocado no suporte do aparelho GenePix®
4000B (AXON), com a impressao virada para baixo. Procedeu-se o escaneamento prévio,
para visualizacdo da superficie do array e marcacdo da area a ser escaneada. Os blocos foram
definidos, através da inser¢do do ntimero de blocos por linha e quadrante. Para melhorar a
imagem, reduzindo a intensidade de manchas e aumentando a qualidade de visualizagdo dos
spots, foi definido automaticamente o ganho PMT, no qual o software faz um escaneamento
do dlide, calcula a intensidade de cada corante e altera o valor da maneira mais adequada.
Esse procedimento ¢é repetido por algumas vezes, até que o software define os valores mais
adequados aos fluoréforos, para melhor nitidez dos spots. Ao final da calibragem foi gerado
um escaneamento definitivo (Figura 6).

Para proceder a analise do slide foi necessario alinhar os blocos e os spots (Figura 6).

Os dados de cada slide foram exportados em arquivos .txt.
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Figura 6 - A) Imagem do scanner ligado ao computador; B) Scanner aberto, com o suporte fechado; C) Suporte
aberto — local onde é encaixado o dide com a impressdo virada para baixo; D) Imagem ampliada da
regido escaneada; E) Blocos e spots alinhados; F) Procedimento de ajuste do ganho PMT

4.13.13 Analise estatistica

4.13.13.1 PCR em Tempo Real

Os dados de expressao génica por PCR em tempo-real foram analisados por meio de
uma analise de covariancia (ANCOVA), segundo modelo proposto por Yuan et al. (2006),
considerando os efeitos fixos de tratamento, gene, e a interagdo do tratamento x gene. Os
termos novilha (tratamento) e novilha*tratamento (gene) foram incluidos no modelo como
efeitos aleatorios.

Os dados foram analisados quanto a homogeneidade de variancia dos residuos, e
observagdes fora da amplitude de + 3 residuos Studentizados foram consideradas observag¢des
atipicas e retiradas da andlise.

Analises de contrastes foram utilizadas para comparar o efeito de tratamentos e para
estimativa de AACt, tdo bem como seu erro padrao da média e intervalo de confianca de 95%.

As hipodteses nulas consideradas nos contrastes foram: 1) Efeito da energia:
GeneAlvoarta — RPL19a1ta = GeneAlvogaixa — RPL19gaixa, ou alternativamente:
(GeneAlvoarta — GeneAlvopaixa) — (RPL19a11A — RPL19ga1xa) = 0; € 2) Efeito da leptina:

(GeneAlvoparxa+Lep — GeneAlvoparxa) — (RPL19garxa+Ler — RPL19gA1xA)
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Todos os valores de P foram derivados testando a hipotese nula que AACt sdo iguais a
zero (0). Entdo, um pequeno valor de P indica que o AACt ¢ significativamente diferente de 0,
o qual demonstra um efeito significativo. O desvio padrdo da razdo foi derivado do desvio
padrao do AACt. Um valor de P<0,05 foi considerado significativo e a tendéncia foi

considerada como P<0,10.

4.13.13.2 Microarranjos de DNA

Os dados de expressdo génica obtidos por microarranjos de DNA foram analisados
segundo metodologia descrita por Madsen et al. (2003). Desvios potenciais devido a
intensidade dos corantes nos dados de microarranjos foram visualizados utilizando graficos de
M vs. A, construidos para cada slide, onde razdes do Log da intensidade M = log(Cy3/Cy5) =
logCy3 - logCy5 foram plotadas contra as medias do Log das intensidades A = (logCy3 +
logCy5)/2 para cada ponta do slide, como descrito por Yang et al. (2002). Normaliza¢ao
especifica por slide dos dados foi entdo conduzida considerando uma técnica de regressao
local robusta (CLEVELAND; GROSSE, 1991) utilizando o procedimento LOESS (do inglés
locally-weighted regression and smoothing scatter plots) do SAS (2001). A eficiéncia da
normalizacdo LOESS foi verificada pela visualizacdo dos graficos M - A antes e apos a
normaliza¢do. Os dados normalizados foram entdo transformados de volta antes de continuar
as analises estatisticas utilizando-se as formulas: LogCy3 = A+ M/2 e LogCy5 = A— M/2. O
log das intensidades ajustadas por LOESS foram entdo analisados estatisticamente utilizando
um procedimento de modelos mistos de dois passos (WOLFINGER et al., 2001). O primeiro
passo envolveu uma normalizagdo especial especifica para cada dide, e o segundo passo
envolveu analises especificas de cada gene, para testar os efeitos de tratamentos na expressao

de cada gene individual. O modelo de normalizag¢do utilizado para o primeiro passo foi:

log(Vijurm) =pn + Ti+ G+ S+ Q(Sim + &ijum

onde Vijumn representa cada sinal de intensidade de fluorescéncia observado; p é o valor de
média geral, Ti € o efeito principal de tratamento i; C; ¢ o efeito principal de corante j; § € o
efeito principal de slide I; Q(Sim € o efeito do quadrante m dentro do slide 1; e gjjm € 0 erro

estocastico. O segundo passo de andlise estatistica consistiu de modelos especificos para os
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genes para os residuos estimados obtidos do modelo de normalizacao discutido acima. Estes

modelos foram como descrito abaixo:

A
€ = },lk+Tki + ij + &+ Q(S) Km T Eijkimn

onde todos os efeitos tem as mesmas definigdes do modelo de normalizagdo, exceto que agora
sdo especificos para cada gene carregando um indice adicional K. Estas analises foram
computadas utilizando o procedimento MIXED do SAS (2001). Na analise gene-especifica, o

efeito de tratamento foi declarado significante se P<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SELECAO PARA O ABATE

A andlise da progesterona foi um dos pardmetros utilizados para o abate das novilhas.
Todas as novilhas apresentaram dosagens de progesterona superiores a 1 ng/mL dias antes do

abate. Pode-se verificar que todas as novilhas apresentavam corpo luteo funcional no

momento do abate, como comprovado na dissec¢do dos ovarios das novilhas abatidas (Figura

' ]

Figura 7 - Colheita e dissecgdo dos ovarios. Exemplos de corpos luteos (CL) que comprovaram a ovulagdo

5.2 PESOS DE ABATE

As novilhas zebuinas entram em puberdade mais tardiamente e mais pesadas que as
novilhas taurinas, e que os cruzamentos entre zebuinos e taurinos. Em recente publicacao,
Silva et al. (2010) realizaram ampla revisdo sobre estudos relacionados a obtencdo da
puberdade em novilhas Nelore. Poucos trabalhos foram encontrados reportando os efeitos da
dieta sobre o peso vivo e a condicao corporal de novilhas Nelore. Na média dos trabalhos

encontrados, as novilhas Nelore atingiram a puberdade com 312 Kg e 22 meses de idade,
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enquanto as novilhas cruzadas atingiram a puberdade com 289 Kg e 14 meses de idade
(SILVA et al., 2009).

As novilhas do tratamento ALTA apresentaram maior peso médio de abate, 366,0 Kg
do que os tratamentos BAIXA e BAIXA+LEP, nos quais as novilhas obtiveram pesos médios
de 334 e 330 Kg, respectivamente. Na tabela 8 estdo apresentados os pesos das novilhas no

dia do abate, classificados por tratamento.

Tabela 8 - Relacdo dos pesos de abate das novilhas, classificados
por tratamento e respectivas datas de abate

Novilha Data do Abate  Tratamento Peso (Kg)

1217 8/8/2008 ALTA 339
1270 15/8/2008 ALTA 332
1264 22/8/2008 ALTA 342
1273 27/8/2008 ALTA 354
1337 27/8/2008 ALTA 340
1233 5/9/2008 ALTA 320
1110 17/10/2008 ALTA 455
1121 17/10/2008 ALTA 445
1187 22/8/2008 BAIXA 316
1101 5/9/2008 BAIXA 334
1185 5/9/2008 BAIXA 329
1058 11/9/2008 BAIXA 334
1192 24/9/2008 BAIXA 330
1255 14/11/2008 BAIXA 369
1333 18/12/2008 BAIXA 321
1261 9/1/2009 BAIXA 337
1191 8/8/2008 BAIXA+LEP 310
1124 5/9/2008 BAIXA+LEP 308
1272 19/9/2008 BAIXA+LEP 352
1320 19/9/2008 BAIXA+LEP 324
1296 8/10/2008 BAIXA+LEP 312
1338 8/10/2008 BAIXA+LEP 313
1303 10/10/2008 BAIXA+LEP 358
1171 21/11/2008 BAIXA+LEP 357

53 AVALIACAO DA QUALIDADE DO RNA EXTRAIDO

Para a comprovagdo da qualidade do RNA extraido e definicdo da concentragdo de
cada amostra do hipotalamo das novilhas, foram realizadas leituras em espectrofotometro e

eletroforeses em gel de agarose 1 %. A razdo ideal para a comprovagdo da qualidade do RNA



62

extraido deve ser apresentada em um intervalo de 1,8 a 2,0 quando diluido em tampao TE.
Quanto a leitura ¢ feita em agua, como neste caso, razdes acima de 1,6 indicam pureza de
acidos nucléicos na amostra (SAMBROOK, 2001). Os resultados das leituras dos
comprimentos de onda 260 nm, 280 nm, a razdo 260/ 280 nm e a concentra¢do em pg/ mL,

encontram-se dispostos na tabela 9.

Tabela 9 - Leituras em espectrofotdometro dos comprimentos de onda 260 e 280
nm, razdo entre eles e concentracdes (nug/ mL) das amostras de
hipotdlamo das novilhas, separadas por tratamento

Razao Concentracio

Novilha Tratamento 260 nm 280 nm 260/ 280 (ug/ mL)
1110 ALTA 0,435 0,257 1,693 1044
1121 ALTA 0,468 0,268 1,746 1123
1217 ALTA 0,363 0,224 1,621 871
1233 ALTA 0,690 0,400 1,725 1656
1264 ALTA 0,225 0,122 1,844 540
1270 ALTA 0,597 0,355 1,682 1433
1273 ALTA 0,685 0,399 1,717 1644
1337 ALTA 0,674 0,394 1,711 1618
1124  BAIXA+LEP 0,668 0,388 1,722 1603
1171 BAIXA+LEP 0,394 0,248 1,589 946
1191 BAIXA+LEP 0,554 0,316 1,753 1330
1272 BAIXA+LEP 0,467 0,279 1,674 1121
1296 BAIXA+LEP 0,610 0,364 1,676 1464
1303 BAIXA+LEP 0,408 0,246 1,659 979
1320 BAIXA+LEP 0,592 0,347 1,706 1421
1338 BAIXA+LEP 0,399 0,244 1,635 958
1058 BAIXA 0,271 0,152 1,783 650
1101 BAIXA 0,300 0,167 1,796 720
1185 BAIXA 0,255 0,142 1,796 612
1187 BAIXA 0,111 0,065 1,708 266
1191 BAIXA 0,296 0,172 1,721 710
1255 BAIXA 0,268 0,162 1,654 643
1261 BAIXA 0,247 0,139 1,777 593
1333 BAIXA 0,110 0,061 1,803 264

A eletroforese em gel de agarose 1 % permitiu identificar que as bandas estruturais de
RNA ribossomal (28 S, 18 S e 5,8 S) apresentavam-se integras em todas as amostras de tecido

hipotalamico das novilhas (Figura 8).
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Figura 8 - Avaliacdo da integridade do RNA extraido utilizando o gel de agarose 1 %,
separados por tratamento

Os parametros utilizados para avaliar a qualidade do material foram analisados em
conjunto. Todas as amostras foram consideradas adequadas para a utilizacdo na sintese do

cDNA.

5.4 COMPROVACAO DA QUALIDADE DO PRIMER POR PCR

Para a comprovac¢do da qualidade dos primers, de acordo com a capacidade de
amplificacdo do inserto predito, foi corrido um gel de agarose 2 % com amplificagdes de cada
gene NPY, NPY-Y1, NPY-Y4, SOCS-3 e RP-L19. Nos pocos 1 e 2 de cada gel estdo os pools
de amostras, e no po¢o 3 uma reagdo com controle com agua para comprovar a nao

contaminag@o do mix (Figura 9).
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NPY-Y4

=

Figura 9 - Géis de agarose 2 % dos genes alvo e do gene controle, comprovando a amplificagdo dos insertos e
seus respectivos nimero de pares de base

As sequéncias esperadas do inserto oriundo do PCR, em cada gene, estdo descritas na

tabela 10, com seus respectivos numeros de acesso no GeneBank e nimeros de pares de base

(pb).

Tabela 10 - Gene, nimero de acesso no GeneBank, nimero de pares de base (pb) e sequéncia
do amplicon

Gene (l}\lenic]::::;( [ljb Sequéncia 5’ - 3’

ACCCCTCCAAGCCTGACAACCCCGGCGAGGACGC
NPY AY491054 100 TCCGGCGGAGGACTTGGCCAGATACTACTCAGCG
CTGCGACACTACATCAATCTCATCACCAGGCA
ACAGGTCCAGTGAAGCCAAAAGAATCAACATCAT
GCTGCTGTCCATCGTGGTGGCGTTTGCCGTCTGCT
GGCTGCCTCTCACCATCTTCAACACTGTGTTTGAC
TGGGACCA
TGGCCTCCACCTGTGTCAACCCTTTCATCTATGGC
NPY-Y4 XM 582253 100 TTTCTCAACACCAACTTCAAGAAGGAGATCAAGG
CCCTGGTGCTGACTTGCCAGCAGAGTGTCCC
CCAGCCTGCGCCTCAAGACCTTCAGCTCCAAGAG
CGAGTACCAGCTGGTGGTGAACGCAGTGCGCAAG
CTGCAGGAGAGCGGCTTTTACTGGAGCACCGTGA
CG
AGGGTACTGCCAATGCTTTAATGCCCGAGAAGGT
AACCTGGATGAGGAGGATGAGAATTCTGCGCCGG
CTGCTTACACGATACCGTGAATCTAAGAAGATTG
ACCGCCACATG

NPY-Y1 XM 580988 112

SOCS-3 NM 174466 104

RP-L19 XM 587778 113
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5.5 PCR EM TEMPO REAL

5.5.1 Avalia¢do da qualidade de amplificacdo por PCR em tempo real

Ao testar a eficiéncia de amplificacdo de cada gene, foi observada eficiéncia similar a
100 %, ou seja, inclinagdes de retas (Slopes) similares a 3,32, para as curvas de amplificagdes
de todos os genes alvo NPY (R?=97,6), NPY-Y1 (R*=97,4), NPY-Y4 (R*=89,1), ¢ SOCS-
3 (R* = 84,0), e para o gene controle RP-LL19 (R? = 98,2) (Figura 10). Uma reagdo 100 %
eficiente produzird um aumento de 10 vezes no amplicon do PCR a cada 3,32 ciclos durante a
fase exponencial de amplificagdo (log2;9 = 3,3219). Sopes mais negativos que -3,32 indicam
reacdes com menos de 100 % de eficiéncia.

Nas figuras 11, 12, 13 e 14, foram representados os genes NPY, NPY-Y 1, NPY-Y4 e
SOCS-3, respectivamente. As curvas de amplificacdo, em escala logaritmica, e as curvas de
dissociagdo de cada grupo de novilhas e para cada gene quantificado por PCR em tempo real,
foram descritas. A temperatura de fusdo (Tm) do gene NPY, registrada na curva de
dissociagao, foi de 83,6 °C, 81,8 °C para o gene NPY-Y1, 80,0 °C para o gene NPY-Y4 e 83,7
°C para o gene SOCS-3. A presenga de apenas um pico na curva de dissociacdo indica a

especificidade na amplificagdo do gene.
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Figura 10 — Curvas de amplificagdo, grafico representativo das médias dos ciclos de amplificagdo, com
padrio linear negativo. Dados de eficiéncia, slope e coeficientes de regressdo (R?)



Flgura 11 - Gene NPY — Curvas de Amphﬁca(;ao (CA) em escala logarltrnlca e Curvas de
Dissociagdo (CD), separados por grupos de novilhas (N), utilizados na amplificacdo
em PCR em tempo real

F1gura 12 Gene NPY- Y1 ~ Curvas de Amphﬁcag;ao (CA) em escala 10gar1tm10a e Curvas de
Dissociagdo (CD), separados por grupos de novilhas (N), utilizados na
amplificagdo em PCR em tempo real
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Figﬁré 13 - Gene NPY-Y4 — Curvas de Am})li-ﬁcégéo (CA) em -escala-logaritn;ic‘zll e Curvas de
Dissociag¢do (CD), separados por grupos de novilhas (N), utilizados na amplifica¢do
em PCR em tempo real

Figura 14 - Gene SOCS-_3 ~ Curvas de Aﬂmi)liﬁcégao (CA) em esc-ala lc;garitn;icé e Curvas de
Dissociac¢do (CD), separados por grupos de novilhas (N), utilizados na amplifica¢do
em PCR em tempo real

5.5.2 Quantificaciio da expressdo génica por PCR em tempo real

Em trabalho anterior, Carvalho (2009) ndo encontrou diferenca na idade ou peso vivo

a puberdade das novilhas zebuinas submetidas ao tratamento com leptina. No entanto, a
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analise da expressdo génica do hipotalamo dessas novilhas identificou altera¢des na expressao
de genes relacionados a entrada em puberdade.

Apo6s o ajuste para as diferencas na expressdo do gene controle RP-L19, a expressao
génica relativa dos genes alvo: NPY e seus receptores, NPY-Y1 e NPY-Y4, e do gene SOCS-
3 foi detectada por PCR em tempo real. Na tabela 11 estdo expressas as médias de ACt (gene

alvo — gene controle) e os contrastes para efeito de energia da dieta e administragdo da leptina.

Tabela 11 - Analise do efeito da dieta e da leptina sobre a expressdo génica do Neuropeptideo
Y (NPY) e de seus receptores NPY-Y1 e NPY-Y4 e do supressor da sinalizagao
da citocina (SOCS-3) no hipotdlamo de novilhas Nelore

ACt! 2 Contraste
Gene BAIXA _ ALTA  BAIXALEP '™ “Epergia’ Leptina’
NPY 7.1 7,7 7.8 1,2 0,751 0,698
NPY-Y1 5,7 7.8 6,8 0,7 0,042 0,275
NPY-Y4 8,9 9,1 8.8 1,0 0,924 0,916
SOCS-3 11,9 12,8 _13,5 0,5 0,241 0,050

'ACt: médias das diferengas entre os ciclos threshold do gene controle contra os genes alvo (RP-L19 — alvo);
’EPM: Erro Padrio da Média; *Energia: contraste ALTA vs. BAIXA; *Leptina: contraste BAIXA+LEP vs.
BAIXA.

O NPY ¢ um dos mais importantes e abundantes neuropeptideos no cérebro de
mamiferos (ALLEN et al., 1983; FRIEDMAN; HALLAS, 1998; WILIAMS et al., 2000),
onde ele interage com uma familia de receptores acoplados a proteina-G (DUMONT et al.,
1992; CHENG et al., 1998; MICHEL et al., 1998). Evidéncias recentes sugerem que o NPY ¢
um componente do freio pré-puberal na liberacdo de GnRH, e que uma redug¢do na sinalizacao
inibitéria do NPY pode dar inicio a puberdade (EVA et al., 2006). Em apoio a essa hipotese, a
infusdo central NPY em ratos pré-puberes induz a um atraso da puberdade semelhante aquele
induzido pela restricdo alimentar (HAMILTON; BRONSON, 1986, PIERROZ et al., 1995),
enquanto a administracdo de um antagonista ao NPY-Y1 (receptor do NPY) estimula a
secrecao precoce de GnRH (EL MAJDOUBI et al., 2000).

Nossa hipotese era de que o aumento da concentracdao sanguinea de leptina, seja pelo
maior consumo de energia, seja pela infusdo subcutinea, poderia acelerar a puberdade
reduzindo a expressdo do gene NPY ou de seus receptores, NPY-Y1 e NPY-Y4. Entretanto,
ndo houve efeito de dieta, ou da infusdo de leptina, sobre a expressdo dos genes NPY
(P=0,75) e seu receptor NPY-Y4 (P=0,92; Tabela 11).

Porém, em novilhas alimentadas com dieta de alta energia, a expressdo do NPY-Y1 foi

reduzida em 4,4 vezes (P=0,04) (Tabela 11 e Figura 15). Este resultado sugere que o maior
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consumo de energia, ao reduzir a expressdao do gene do NPY-Y1, tornaria o hipotdlamo

menos sensivel a acdo do NPY, possibilitando a entrada precoce em puberdade.

NPY NPY-Y1 NPY-Y4 SOCS-3
3,0 5
8
&
en
2
=9
5
<
<
2
3
7 ® Energia
-5,0 7 B Leptina
-6,0 |
P=0,04
-7,0 ~

Figura 15 - Razdo média da expressdo dos genes NPY, NPY-Y1, NPY-Y4 e SOCS-3 em novilhas Nelore pos-
puberes. Linhas de barras representam o erro padrdo da média. Valores de p significativos estdo
apresentados em negrito

Os resultados encontrados com o NPY-Y1 nesse experimento corroboram com 0s
encontrados por Vaiciunas et al. (2008), nos quais, esse receptor foi menos expresso no
hipotdlamo de novilhas geneticamente mais precoces. Assim, analisando em conjunto estes
dois trabalhos, conclui-se que tanto novilhas geneticamente mais precoces quanto novilhas
alimentadas com maior energia, que consequentemente entram em puberdade mais
precocemente, possuem menor expressao do receptor do NPY, chamado NPY-Y1.

Como demonstrado no trabalho de Carvalho (2009), a infusdo com leptina por 56 dias,
ndo foi capaz de adiantar a puberdade, apesar de ter um efeito inicial de aumentar o didmetro
médio de foliculos dominantes. Tem sido demonstrado que em modelos de obesidade, o
excesso de tecido adiposo e de leptina circulante leva a um estado de resisténcia do
hipotdlamo a leptina, e o sinalizador SOCS-3 ¢ o principal candidato atuando nesta
modulagdo da resisténcia a leptina (BJORBAECK, 2000). Basicamente, a administracdo de
leptina aumenta a expressao de SOCS-3 no hipotadlamo, que bloqueia a ativagdo normal de

STAT-3 que ocorreria pela ligagdo da leptina com seu receptor Ob-Rb (BJORBAECK, 2000).
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Em nosso estudo, a infusdo com leptina reduziu em média 2,9 vezes a expressao do
gene SOCS-3 (p=0,05) no hipotdlamo de novilhas tratadas por periodo prolongado (Tabela
11; Figura 15). Nao houve efeito da dieta sobre a expressdo de SOCS-3 (Tabela 11; Figura
15). Este resultado contrasta com o que ¢ apresentado na literatura, aonde a administracdo de
leptina aumenta a expressdo de SOCS-3, levando ao estado de resisténcia (EYCKERMAN et
al., 2000). No entanto, vale salientar que em nosso experimento as novilhas foram abatidas
em média 41 dias apds o término da aplicacdo com leptina, uma vez que somente uma novilha
ovulou durante o tratamento com leptina.

Assim, é provavel que durante o periodo de infusdo com leptina, a expressdo de
SOCS-3 estivesse elevada, e apos o término de infusdo, com a reducdo da concentracao
sanguinea da leptina, houve queda em sua expressdo, levando a uma menor expressdo do
SOCS-3 a puberdade.

O mecanismo inibitério do SOCS-3 sobre a leptina no hipotdlamo ndo é bem
compreendido. Foi descrito que o SOCS-3 se liga ao receptor fosforilado da leptina através de
seus dominios homologos Src (SH2) e inibem a atividade da tirosina quinase Jak, através de
sua regido quinase inibitoria N-terminal, que funciona como um pseudosubstrato
(BJORBAECK, 2000; EYCKERMAN et al., 2000; YASUKAWA et al., 2000). Mori et al.
(2004) revelaram, através de analise do hipotdlamo de ratos por RT-PCR em tempo real, que
o tratamento com leptina trouxe consigo um aumento de duas vezes no mRNA do SOCS-3
em ratos de tipo normal, quando comparados a ratos nocaute com delecdo do SOCS-3;
entretanto, a expressao de mRNA de SOCS-3 em ratos com deleg@o foi muito inferior que, em

ratos de tipo normal, independentemente da administracao de leptina.

5.6 MICROARRANJOS DE DNA

5.6.1 Analise da qualidade e uniformidade do RNA utilizado

Amostras de RNA total do hipotalamo das 24 novilhas selecionada para este estudo
foram agrupadas em 9 amostras compostas (Pools), com 3 pools por tratamento (Tabela 6).
Para a comprovacdo da qualidade ¢ uniformidade dos pools de RNA, foi corrido um gel de

agarose-formaldeido 1,2%, identificando a integridade das bandas estruturais de RNA
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ribossomal (28 S, 18 S e 5,8 S) em todas as amostras de tecido hipotalamico das novilhas
(Figura 16). Nota-se também a uniformidade da intensidade das bandas, indicando

similaridade da quantidade de RNA total em cada pool (Figura 16).

HAO01 HAODZ HAO3 HBLO1 HEL02 HBL03 HB01 HBE0I HBO03

288

188

58S

Figura 16 - Gel de agarose-formaldeido dos pools microarray.
HA - hipotalamo ALTA; HBL - hipotadlamo
BAIXA+LEP; HB — hipotalamo BAIXA.

5.6.2 Correcao dos possiveis desvios devido aos corantes dos dados de microarranjos

Os possiveis desvios devido a a¢do do corante em cada Slide foram visualizados
utilizando graficos de M vs. A. Foi realizada uma normalizagao especifica por slide dos dados
considerando uma técnica de regressdo local robusta (CLEVELAND; GROSSE, 1991)
utilizando o procedimento LOESS do SAS (2001). A eficiéncia da normalizagdo LOESS foi
verificada pela visualiza¢cdo dos graficos M - A antes e ap6s a normalizacdo (Figuras 17; 18).

Das doze hibridiza¢des realizadas, quatro ndo puderam ser utilizadas devido a
problemas na imagem, como manchas muito acentuadas e intensidade muito baixa ou ausente
de fluorescéncia. Na figura 17 estdo descritos os dados dos graficos M vs A antes e apds a
normalizac¢do dos cinco slides hibridizados corretamente para o contraste energia. Trés slides
foram utilizados na analise para o contraste leptina e seus graficos M vs A nao normalizados e

normalizados estdo descritos na figura 18.
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Figura 17 - Contraste Energia - Graficos M vs A dos desvios dos dados devido ao corante
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Figura 18 - Contraste Leptina - Graficos M vs A dos desvios dos dados devido ao corante de cada slide e
graficos M vs A apds normalizagdo dos dados por LOESS

Os logs das intensidades ajustadas por LOESS foram entdo analisados estatisticamente
utilizando um procedimento de modelos mistos de dois passos (WOLFINGER et al., 2001). O
primeiro passo envolveu uma normalizagdo especial especifica para cada dide, e o segundo
passo envolveu analises especificas de cada gene, para testar os efeitos de tratamentos na

expressao de cada gene individual.
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5.6.3 Quantificacio da expressdo génica por microarray

A andlise por microarranjos de DNA ¢ uma analise genérica que objetiva direcionar o
estudo de genes especificos. Em cada side havia quatro quadrantes compostos por 2.360

genes cada, entre alvos e controles, como demonstrado na figura 19.

Figura 19 - Slide escaneado, com os 4
quadrantes divididos

Foram encontrados 78 genes cuja expressao foi alterada pela densidade energética da
dieta (P < 0,05) no hipotdlamo das novilhas Nelore, destes foram selecionados os que
apresentaram razdes de expressao da ordem de 1,4 ou mais, totalizando 20 genes (Tabela 12).
As diferengas nas intensidades obtidas na analise estatistica foram convertidas em razdo de

2diferenqa na intensidade

expressao ( ), valores menores que 1 foram convertidos em expressoes

negativas.
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Tabela 12 - Relagdo dos genes diferencialmente expressos no contraste energia, classificados
pela funcdo bioldgica, com os respectivos simbolos, funcdo biologica depositada
no Gene Ontology (GOBiIol), razdo, erro padrdo da média (EPM) e probabilidade

Identificacao Nome do Gene Simbolo GOBiol Razio EPM Prob.
Valor P
NADH dehydrogenase bohvdrat
NM_175809.1 (ubiquinone) 1 beta NDUFB1 *™° % rate 145 025 0,04
subcomplex, 1, 7kDa metabolism
CK836846 LIM domain binding 1 LDB1 cell adhesion -1,40 0,19 0,02

cell growth and

. -1,63 0,26 0,01
Or maintenance

Bauman1921 YEATS domain containing 4 YEATS4

SIATY9/ chromatin

NM 205807.1 sialyltransferase 9 ST3GAL3 modification

1,47 0,25 0,04

DiGeorge syndrome critical

CK979365 . . DGCR6L development 1,79 0,33 0,02
region gene 6-like
NM 1742432 arrestin, beta 1 ARRB] Clectron 1,40 022 0,04
_ transport
low density lipoprotein fat body

CB166058  receptor-related protein §, LRPS
apolipoprotein e receptor

1,65 029 0,02
developmen

diazepam binding inhibitor
(GABA receptor modulator,

M15886.1 acyl-Coenzyme A binding DBI lipid metabolism 1,59 0,18 <0,01
protein)
NM 177943.1 SECI14-like 2 (S. cerevisiac) SEC14L2 metabolism -1,43 0,19 0,01
CK955028 rsi\;rtigr/ I;E)f;ﬁf associated sgl%lg /" morphogenesis  -1,65 030 0,02
NM_176855.1 oxytocin, prepro- oxT protemn 71 027 0,01
- (neurophysin I) biosynthesis
CK974571  heat shock 27kDa protein 1 HSPB1 protein folding 1,41 0,19 0,01
NADH dehydrogenase regulation of
NM 176660.2 (ubiquinone) 1 beta NDUFB7 transcription, 1,41 0,22 0,04
subcomplex, 7, 18kDa DNA-dependent
AW447459  zinc finger protein 38 zNp3g  Signal 144 025 0,04
transduction
protein phosphatase 1,
regulatory (inhibitor) subunit sional
NM _174647.2 1B (dopamine and cAMP PPPIRIB trfns duction -1,57 0,30 0,04
regulated phosphoprotein,
DARPP-32)
diacylglycerol O- sional
NM 174693.1 acyltransferase homolog 1 DGATI1 g . 1,59 0,31 0,04
(mouse) transduction
GLI-Kruppel family member
CcB42sso  OLD (Greig GLI3 transport 1,52 023 0,01
cephalopolysyndactyly
syndrome)
NM 174762.1 UDP glycosyltransferase 1 5oy p 6 transport 2140 0,16 0,01
- family, polypeptide A6
NM 174220.2 tyrosyl-tRNA synthetase YARS - -1,43 0,20 0,02

U92434.1  B-cell CLL/lymphoma 2 BCL2 - -1,41 0,18 0,01
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Os genes diferencialmente expressos detectados no contraste energia possuem fungdes
distintas e expressdes diferenciadas. Foram encontrados genes envolvidos no sinal de
transducdo, metabolismo de carboidratos, metabolismo de lipideos, crescimento celular ou
mantenca, desenvolvimento, morfogénese, regulacdo na transcri¢do, transporte intracelular,
transporte de elétrons, fosforilagdo oxidativa e adesio e migragdo celular. E importante
salientar que as novilhas recebendo a dieta com alta energia entraram em puberdade mais
cedo e com maior peso vivo ao abate do que novilhas com baixa energia (CARVALHO,
2009).

Dentre os genes diferencialmente expressos, se destaca o gene da P-arrestina 1
(ARRBY1), que foi 1,40 vezes mais expresso (P = 0,04) em novilhas submetidas a dieta de alta
energia. As isoformas 1 e 2 da B-arrestina sdo proteinas citosolicas amplamente expressas que
sdo recrutadas para mediar a dessensibilizacdo dos receptores acoplados a proteina-G-
(GPCRs)1, como os receptores de NPY, ao se ligarem a um agonista (MCDONALD et al.,
2001). Estas isoformas causam amortecimento de respostas celulares especificas a estimulos
como os hormonais, neurotransmissores, ou sinais sensoriais.

As B-arrestinas se ligam as formas ativadas de receptores acoplados a proteina-G,
inibindo a continuidade da interagdo com proteinas G, e ao invés, conectam o receptor a
proteina de superficie claterina. Vesiculas cobertas por claterina sio componentes esséncias
do maquindrio de internalizacdo, e apds a internaliza¢do, os receptores sdao reciclados a
superficie celular ou degradados em lizosomos (BERGLUND et al., 2003).

Foi demonstrado anteriormente que os receptores NPY-Y1 se associam de forma
eficiente com [-arrestina, com uma correspondente influéncia sobre dessensibilizacdo e
internalizacdo do receptor (BERGLUND et al, 2003; HOLLIDAY et al., 2005;
OUEDRAOGO et al., 2008).

A hipoétese que surge de nossos dados de aumento da expressdo da B-arrestina 1 com
maior consumo de energia ¢ a de que a elevagdo de B-arrestina 1 no hipotalamo levaria a
maior internaliza¢do dos receptores de NPY, diminuindo a sensibilidade do hipotdlamo ao
NPY e consequentemente adiantando a puberdade. Este resultado se alia ao obtido por PCR
em tempo-real, com menor expressdo do NPY-Y1 em novilhas com maior consumo de
energia, e¢ fortalece esta via como sendo importante para modulacdo da aceleracdo da
puberdade com maior consumo de energia. No entanto, os resultados obtidos com
microarranjos precisam ser comprovados por PCR em tempo real antes que estudos de

expressao génica mais aprofundados possam ser feitos.
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Para o contraste leptina foram encontrados 134 genes com expressao significativa (P <

0,05), da mesma forma que o contraste energia, foram selecionados os genes que

apresentaram razoes superiores a 1,4, totalizando 80 genes, dos quais, 18 genes tiveram a

expressao reduzida (Tabela 13), e 62 tiveram a expressao aumentada pela aplicag@o de leptina

(Tabela 13).

Tabela 13 - Relagdo dos genes cujas expressoes foram reduzidas com a aplicagdo de leptina,
classificados pela funcdo bioldgica, com os respectivos simbolos, fungio
biologica depositada no Gene Ontology (GOBiol), razdo, erro padrao da média

e probabilidade
EPM) e probabilidad
Identificacao Nome do Gene Simbolo GOBiol Razio EPM Prob.
Valor P
CK980929  N-acetylgalactosaminidase, alpha- NAGA carbohyfirate -1,42 0,12 <0,01
metabolism
CK773860 VSTC sarcoma viral oncogene SRC cell. growth and or 164 033 0.04
homolog maintenance
cell surface
NM 174435.1 protein kinase C, alpha PRKCA receptor linked -1,90 0,30 <0,01
signal transduction
NM_174242.2 apolipoprotein A-I ApoA|  cholesterol 1,57 029 0,03
- metabolism
CB468243  transcription factor 12 TCF12  development -1,57 0,23 0,01
NM 173968.2 thioredoxin TXN electron transport -1,44 0,19 0,01
NM_173943 2 Micotinamide nucleotide NNT  energy pathways  -1,63 023  <0,01
transhydrogenase
NADH dehydrogenase .
CB468421  (ubiquinone) 1, alpha/beta NborA tfjgz actiisis 1,61 030 0,03
subcomplex, 1, 8kDa yn
NM 1744482 RAPIA, member of RAS RAPIA negative regulation 192 037 0,02
- oncogene family of cell cycle
CK777978 phosphoribosyl pyrophosphate PRPS] nucle051'de 141 018 0.01
synthetasel metabolism
. . L positive regulation
mitogen-activated protein kinase
. . . . . MAP3K7 ofI-kappaB
CK838207 l;lnase kinase 7 interacting protein P2 Kinase/NF-kappaB -1,44 0,19 0,01
cascade
regulation of
CK834254  activity-dependent neuroprotector ADNP transcription, DNA- -1,43 0,25 0,05
dependent
regulation of
CK976696  PHD finger protein 1 PHF1  transcription, DNA- -1,42 0,17 <0,01
dependent
BEG67266  SOute carrier family 20 SLC20A1 transport 145022 002
(phosphate transporter), member 1
diazepam binding inhibitor
M15886.1 (GABA receptor modulator, acyl- DBI transport -1,42 0,22 0,03
p y P
Coenzyme A binding protein)
CKsagag  UDPGleNAcibetaGal beta-1.3-N- s g . 164 034 0,04
acetylglucosaminyl-transferase 5
CK941894 ~ Octa-carotene 5,15 BCMOI . 149 020 001
monooxygenase 1
NM_1758202 NADH dehydrogenase NDUFA4 . 148 026 0,04

(ubiquinone) 1 alpha subcomplex
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Tabela 14 - Relagdo dos genes cujas expressoes foram elevadas com a aplicagcdo de leptina,
classificados pela funcdo bioldgica, com os respectivos simbolos, fungao
bioldgica depositada no Gene Ontology (GOBiol), razdo, erro padrao da média

(EPM) e probabilidade
(continua)
Identificacio Nome do Gene Simbolo GOBiol Razio EPM Prob.
Valor P
AJ620949.1  sialytransferase 7 SIAT7F  Carbohydrate 206 041 0,02
metabolism
glucose-6-phosphate carbohydrate
CK770730 dehydrogenase G6PD metabolism 2,17 0,50 0,04
BMO031152 sialidase 1 (lysosomal sialidase) NEyu1 ~ carbohydrate 233 040 0,01
metabolism
CK979365 ]rzgsgrgg:nseygjfﬁéne critical DGCRGL  cell adhesion 1,90 041 0,04
interleukin 17 (cytotoxic T-
AF416586.1 lymphocyte-associated serine IL17 cell death 342 046 <0,01
esterase 8)
BF605736 v-abl Abelson murine leukemia ABLI cell growth and or 165 033 0.04
viral oncogene homolog 1 maintenance ’ ’ ’
NM 174555.1 insulin-like growth factor binding IGFBP2 cell growth and or 189 027 <001
- " protein 2, 36kDa maintenance ’ ’ ’
transcription factor 3 (E2A cell erowth and or
CK773363  immunoglobulin enhancer TCF3 maingtenance 2,41 0,57 0,03
binding factors E12/E47)
cell surface
CK777233 Exgl(gnifv i‘:izgyltra“Sferase‘ HRMTIL2 receptor linked 1,88 043 005
) signal transduction
CK955647  integrin-linked kinase g ccll-matrix 196 033 001
adhesion
. . . central nervous
NM_174678.2 Prophetof Pitl, paired-like PROPI  system 1,86 040 0,03
homeodomain transcription factor
development
CK836846  LIM domain binding 1 LDBI1 development 1,47 0,26 0,04
CK770255 E}Zﬁlgeinfthym“femse family  HEMK1  DNA methylation 2,88 048  <0,01
NM_174305.1 zﬁ‘g}gﬁ;“fﬁj&pﬁi‘ggz 119’ CYPI9AL clectron transport 2,05 044 0,03
proopiomelanocortin
(adrenocorticotropin/ beta-
NM_174151.1 i‘t‘l’r‘l’lt;?g;; aﬁgﬁ:ﬂfg&‘zte POMC  energy pathways 1,66 031 0,03
melanocyte stimulating hormone/
beta-endorphin)
CK976966  dihydrolipoamide dehydrogenase DLD energy pathways 2,19 0,33 <0,01
AJ491865.1 fei‘gstrg’r"zy gyptamme (serotonin) - prRoC  feeding behavior 2,22 047 0,02
G-protein signaling,
coupled to IP3
NM 174134.2 oxytocin receptor OXTR  second messenger 1,45 0,22 0,02
(phospholipase C
activating)
CK770847 heme oxygenase (decycling) 1 HMOX1 heme oxidation 1,68 0,28 0,02
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Tabela 14 - Relagdo dos genes cujas expressoes foram elevadas com a aplicagcdo de leptina,
classificados pela funcdo bioldgica, com os respectivos simbolos, fungao
bioldgica depositada no Gene Ontology (GOBiol), razdo, erro padrao da média

(EPM) e probabilidade.
(Continuagao)
Identificacio Nome do Gene Simbolo GOBiol Razio EPM Prob.
Valor P
phosphoribosylaminoimidazole
NM 205813,] Carboxylase, L PAICS IMP biosynthesis 1,88 037 0,02
phosphoribosylaminoimidazole
succinocarboxamide synthetase
M20638.1  phospholipase C, delta 1 pLcpy  [ntracellular 181 030 001
signaling cascade
NM 177523.2 suppressor of cytokine signaling2  SOCS-2  JAK-STAT cascade 1,43 0,20 0,01
signal transducer and activator of
CK769752  transcription 3 (acute-phase STAT-3 JAK-STAT cascade 2,14 0,47 0,03
response factor)
CK 777442 gg;l;g:ﬁtynlﬁé : ?&ggg)' ME3  malate metabolism 2,08 049 0,04
CK772843  pyrophosphatase (inorganic) PP metabolism 1,40 0,23 0,05
NM_175790.2 g‘l’zg;tf)dﬂgéﬁiiﬁaelz IDH2  metabolism 1,94 028 <001
CK944548 ?“Clear Mitotic apparatus protein  \ynjA1  mitotic anaphase 1,64 026 0,01
CB426012 Eiﬁ?frfﬁfﬁ) E"f;‘z‘;gf‘;mam PITX1  morphogenesis 1,89 044 0,05
MADS box transcription muscle
CB417463  enhancer factor 2, polypeptide C MEF2C development 2,10 0,32 <0,01
(myocyte enhancer factor 2C) velop
negative regulation
BM364844  zinc finger protein 174 ZNF174 Of transcription 148 020 0,01
from Pol 11
promoter
one-carbon
NM 178572.2 carbonic anhydrase I1 CA2 compound 1,85 0,28 <0,01
metabolism
CK954300 mltogen-actlvated protein kinase MAP2K2 protein amino acid 192 044 0,04
kinase 2 phosphorylation
CKgdgals  Sukarvotictanslatonination g protein biosynthesis 191 030 0,01
BM967716  aspartyl-tRNA synthetase DARS  protein biosynthesis 2,44 043 0,01
NM_183082.1 ?;ty;EZSQ‘;"SEE?SJMP“” AIP  protein folding 230 037 <001
NM 1747502 carboxypeptidase Al (pancreaticy ~ CPA]  Proteolysis and 1,56 029 0,04
peptidolysis
E2F transcription factor 4, regulation of cell
CB427718 p107/p130-binding E2F4 cycle 1,86 0,36 0,02
. . regulation of
CK84s993 D site of albumin promoter DBP  transcription from 1,87 033 0,01
(albumin D-box) binding protein
Pol II promoter
regulation of
CK972355  retinoid X receptor, beta RXRB transcription, DNA- 1,62 0,27 0,02
dependent
. S . regulation of
CK770597  umonji, AT rich interactive JARIDIA transcription, DNA- 1,76 030 0,01

domain 1A (RBBP2-like)

dependent
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Tabela 14 - Relagdo dos genes cujas expressoes foram elevadas com a aplicagcdo de leptina,
classificados pela funcdo bioldgica, com os respectivos simbolos, fungao
bioldgica depositada no Gene Ontology (GOBiol), razdo, erro padrao da média

EPM) e probabilidade.
p
(Conclusao)
Identificacio Nome do Gene Simbolo GOBiol Razio EPM Prob.
Valor P
CL7310 regulation of
Contiel iroquois homeobox protein 3 IRX3 transcription, DNA- 1,81 0,35 0,02
& dependent
regulation of
CK958263  transcription factor EB TFEB transcription, DNA- 2,25 0,56 0,05
dependent
SMART/HDACI associated reeulation of
CK9ss02g  ePressor protein 'spen homolog,  SHARP/ [T (L o0 0n g0
transcriptional regulator SPEN depen. deI:)nt ’ ’ ’ ’
(Drosophila) P
AYO078127.1 aryl hydrocarbon receptor AHR response to stress 1,41 0,22 0,03
ryl y P p
CB432997 ﬁg;sgee‘ﬁ;‘;tslg’iﬁigjteln Kinase  \iAP4K4 responsetostress 2,08 037 0,01
oy RNA elongation
CKo4568g  &eneral transcription factor IF, - Grpopy  grom pol 1T 183 035 0,02
polypeptide 2, 30kDa
promoter
BI539663 Eﬁgg}f&sf‘sflu'Ala'ASp) bOX  DDXs4  RNAprocessing 1,66 035 0,05
CK951135  FtsJ homolog 2 (E. coli) FTSJ2  rRNA processing 2,14 0,52 0,04
BI538548 Lorf)vtgflnlsgy lipoprotein-related LRP12  signal transduction 1,40 0,22 0,04
CK974616  casein kinase 1, gamma 2 CSNKI1G2 signal transduction 1,61 0,30 0,03
NM_174554.1 g;zl::ilrll_lllke growth factor binding IGFBP1  signal transduction 1,78 0,38 0,04
tumor necrosis factor (ligand)
AB035802.1 flgirf‘g% gll;rﬁzfn?l;as I;I‘ILFSS‘LFS/ signal transduction 1,80 0,29 0,01
member 6)
hypoxia-inducible factor 1, alpha
NM 174339.2 subunit (basic helix-loop-helix HIF1A  signal transduction 1,96 0,46 0,04
transcription factor)
NM_173986.2 Z&fgfgf;;gg?‘a viral AKT1  signal transduction 2,35 0,52 0,03
protein phosphatase 1, regulatory
NM_174647.2 gfgtb:f\’gsr‘f;‘i‘f;eld]s (dopamine  pon iR iR signal transduction 5,00 041  <0,01
phosphoprotein, DARPP-32)
CK968996  sorbitol dehydrogenase SORD  sorbitol metabolism 2,25 0,47 0,02
solute carrier family 29
CB439197  (nucleoside transporters), member SLC29A1 transport 1,62 0,28 0,02
P P
1
CB446780 KIAA1443 KIAA1443 1,77 0,27 0,01
asparagine-linked glycosylation
BM254199 12 homolog (yeast, alpha-1,6- ALGI12 1,84 0,40 0,04
mannosyltransferase)
BMB890616 gf)‘i‘i’;‘;‘iépy“d"’“ne’ vitamin PDXK 2,06 046 0,03
NM 174225.1 actin, alpha 1, skeletal muscle ACTA1 2,38 0,40 <0,01
BE681647  high mobility group AT-hook 1 HMGA1 3,56 0,53 <0,01
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Dentro os genes diferencialmente expressos com a aplicacdo da leptina, alguns se
destacam pela conexao com a regulacao da puberdade ou sinalizag¢ao da leptina.

Foram expressas no hipotdlamo de novilhas tratadas com leptina, proteinas envolvidas
na regulacdo da sinalizagdo da leptina. A proteina SRC ¢ parte da familia das tirosinas
quinase. O gene SRC possui um homologo 2 (SH2), envolvido com a ligagdo das proteinas,
que contém dominios SH2, ao receptor ativado, e/ou fosforilagdo das proteinas para o inicio
do sinal de transducdo (LI; FRIEDMAN, 1999). O dominio SH2 contendo proteina tirosina
fosfatase 2 (SHP-2), a fosfotirosina fosfatase, foi isolado e encontrado ligado a tirosina 985 do
receptor da leptina (Ob-Rb) (FREEMAN et al., 1992; AHMAD et al., 1993; FENG et al.,
1993; VOGEL et al., 1993). A ligagao da SHP-2 ao Ob-Rb pode levar a ativacdo da atividade
da fosfatase (LI, FRIEDMAN, 1999), exercendo fun¢do como reguladora negativa da
sinalizacdo da leptina (CARPENTER et al., 1998). Os resultados obtidos no presente trabalho
revelam que o gene SRC foi menos expresso (1,64 vezes; P = 0,04) em novilhas tratadas com
leptina (Tabela 14), o que sugere menor acao inibitoria por esta proteina.

Li e Friedman, 1999 sugerem que a desfosforilagdo de JAK2 ¢ uma agdo importante
da SHP-2 e a inibi¢do de sua atividade pode aumentar a acdo da leptina. Outras proteinas,
como as proteinas SOCS, também podem agir no sentido de modular transducdo de sinal da
leptina (BJORBAEK et al., 1998).

A proteina SOCS-2 foi 1,43 vezes (P =0,01) mais expressa no hipotdlamo de novilhas
tratadas com leptina (Tabela 14), sua a¢do ainda ndo ¢ bem compreendida, porém sabe-se que
ao contrario de SOCS-1 e SOCS-3, CIS e SOCS-2 nio se ligam, ou inibem, as janus kinases
(JAKs) (PEZET et al., 1999; YASUKAWA et al., 1999).

Uma das principais vias de agdo da leptina através da ligacdo hipotaldmica com seu
receptor, Ob-Rb, ¢ a ativacdo do STAT-3 (transdutor de sinal ¢ ativador da transcri¢do 3) e
conseqiiente translocacdo para o nucleo para mediar a regulacdo da transcri¢do de genes
resposta, como CIS, SOCS-1 e SOCS-3 (KREBS et al., 2001; MEYERS et al., 2008). Em
nosso estudo, o STAT-3 foi 2,14 vezes (P = 0,03) mais expresso em novilhas tratadas com
leptina (Tabela 14), porém parece ndo haver estimulado a expressdo de SOCS-3, como
demonstrado no estudo da expressdo génica por PCR em tempo real.

Existem seis proteinas moduladoras da atividade do IGF-1, as proteinas de ligacao do
IGF (IGFPBs). Elas sdo formadas por pequenos peptideos e possuem alta afinidade com IGF-
1 e IGF-2 (MONGET et al., 2002). Sabe-se que as IGFPBs 1 e 2 sdo negativamente afetadas
pelo hormoénio do crescimento, ¢ que IGFPB-3 ¢é positivamente regulada pelo mesmo

hormonio.
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Em experimentos com bovinos de corte, a restricdo cronica de energia da dieta
diminuiu as concentragdes séricas de IGF-1, e a concentragdo de IGF-1 aumentou em
associacdo com o inicio da fun¢do reprodutiva (ELSASSER et al., 1989; RUTTER et al.,
1989; NUGENT III et al., 1993). O IGF-1 e/ou suas proteinas de ligagdo mediam a liberagao
de GnRH e LH, exercendo ac¢des endocrina, paracrina ou autocrina no hipotalamo e na
glandula pituitaria. Alteracdes no padrao de secrecdo de FSH e LH durante o ciclo estral
provocam alteragdes na concentragdo intrafolicular de inibina, ativina e IGFPB-2 que
resultam em sele¢do, dominancia folicular e perda de dominancia do foliculo dominante
(ROCHE, 1996). As IGFPBs inibem esteroidogénese nas células da teca interna e da
granulosa, contribuindo com a regulagdo na atividade ciclica ovariana (WETTEMAN;
BOSSIS, 2000).

No atual estudo, as IGFPB-1 e 2, foram mais expressas no hipotdlamo de novilhas
tratadas com leptina que em novilhas ndo tratadas, sendo IGFPB-1 1,78 vezes (P = 0,04) mais
expressa ¢ IGFPB-2 1,89 vezes (P = 0,05) (Tabela 14). As IGFPBs podem desempenhar
funcdo de potencializacdo (WEBB et al., 1992; SNYDER et al., 1999; FERREIRA et al.,
2002) da ac¢ao do IGF-1, ou exercer acao inibitoria (SNYDER et al., 1999; FERREIRA et al.,
2002), dependendo dos seus niveis celulares, de mudangas pos-transducionais na fosforilagao
e degradagdo proteolitica e nos ligantes da matriz extracelular (FERREIRA et al., 2002). Por
participarem da mesma via mediadora da fun¢do das gonadotrofinas e exercerem acdo direta
sobre a dominadncia de foliculos, o mecanismo de regulagdo por parte da leptina na funcgao
reprodutiva pode ser estudado com o auxilio das proteinas de ligagdo IGF.

Estes resultados de expressao diferencial de genes hipotalamicos devido a aplicagdo de
leptina podem ajudar na elucidacdo de seu mecanismo sinalizador, porém, como a infusdo de
leptina ndo acelerou o inicio da puberdade, ¢ necessario cautela ao extrapolar estes resultados

para o mecanismo regulador da puberdade em novilhas.
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6 CONCLUSOES

Tanto o consumo de energia quanto a aplicagdo com leptina influenciaram o padrao de
expressdo génica no hipotdlamo de novilhas Nelore. Nao houve efeito de dieta, ou da infusao
de leptina, sobre a expressao dos genes NPY e seu receptor NPY-Y4.

O maior consumo de energia reduziu em 4,4 vezes a expressdo do NPY-Y1. Este
resultado sugere que o maior consumo de energia, ao reduzir a expressdao do gene do NPY-
Y1, tornaria o hipotdlamo menos sensivel a agdo do NPY, possibilitando a entrada precoce em
puberdade. A infusdo com leptina reduziu em 2,9 vezes a expressao do gene SOCS-3.

A analise por microarranjos de DNA identificou genes diferencialmente expressos que
podem estar envolvidos na modulagdo pela nutri¢do sobre o inicio da puberdade. Dentre estes
genes se destacam a B-arrestina 1 que foi 1,40 vezes mais expresso em novilhas submetidas a
dieta de alta energia, e as proteinas de ligagdo do IGF, IGFPB-1 e 2, que foram mais
expressas no hipotdlamo de novilhas tratadas com leptina que em novilhas ndo tratadas.

Estes resultados, em conjunto com resultados anteriores obtidos por nosso laboratério,
indicam que a modulagdo da quantidade do receptor do NPY, NPY-Y1, no hipotalamo possa
ser uma via importante pela qual a nutricao afeta o inicio da puberdade em novilhas. Indicam
ainda que a leptina possa alterar a via de sinalizagdo do IGF-I no hipotadlamo através da

modulagdo da expressdo de suas proteinas ligadoras.
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