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RESUMO 
 

VAICIUNAS, A. Expressão de genes hipotalâmicos em novilhas Nelore 
precoces e não precoces. [Hypothalamic genes expression in early- and late-
maturing bos indicus heifers]. 2007. 64 f. Dissertação (Mestrado em Medicina 
Veterinária) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São 
Paulo, Pirassununga, 2007. 
 

 

O mecanismo pelo qual a sinalização da leptina no hipotálamo permite o início da 

puberdade ainda não foi esclarecido. Um possível mecanismo para a ação molecular 

da leptina no eixo reprodutivo é constituído por uma alteração na sinalização do 

NPY. Objetivou-se neste estudo foi verificar se novilhas precoces Bos taurus indicus 

possuem a expressão modificada de genes hipotalâmicos relacionadas à sinalização 

da leptina. Dentre uma população de 500 novilhas entre 20 e 25 meses de idade, 

100 novilhas foram selecionadas com base nas características da raça (Nelore), mês 

de nascimento e peso corpóreo (290 kg). Estas 100 novilhas foram classificadas de 

acordo com a presença ou não de um corpo lúteo (CL) notável. Dez novilhas sem 

um CL e dez novilhas com CL notável receberam uma injeção de prostaglandina, e 

de acordo com a observação visual de cio e palpação retal, 6 novilhas precoces e 6 

novilhas não precoces foram selecionadas para o experimento. Estas 12 novilhas 

foram abatidas e amostras de tecido do hipotálamo foram coletadas e congeladas 

em nitrogênio liquido. A expressão de SOCS-3, NPY, NPY-Y1 e NPY-Y4 no 

hipotálamo foi quantificada por PCR em tempo real usando uma proteína ribossomal 

RP-L19 como um gene de referência. A expressão hipotalâmica de SOCS-3 ou NPY 

não foi diferente entre os grupos de novilhas (P > 0,50). Acreditava-se que as 

novilhas ciclando poderiam ser resistentes à leptina devido a um aumento na 

expressão do SOCS-3 no hipotálamo. Houve uma tendência (P = 0,10) de redução 

na expressão dos receptores do NPY, NPY-Y1 e NPY-Y4 em novilhas que atingiram 

a puberdade precocemente. A expressão do NPY-Y1 foi 8.3 vezes menor e a 

expressão do NPY-Y4 foi 14.3 vezes menor em novilhas precoces. Quando 

analisados em conjunto, houve uma redução de 11 vezes na expressão dos 

receptores de NPY em novilhas precoces, e este efeito foi estatisticamente 

significante (P = 0,03). Estes resultados sugerem que, a menor expressão dos 

receptores de NPY pelo hipotálamo de novilhas precoces pode torná-lo menos 



sensível à inibição do NPY, e permitir a obtenção da puberdade com maior peso vivo 

e níveis menores de leptina circulante. Em conclusão, não houve uma correlação 

entre a expressão do gene NPY e SOCS-3 e a precocidade sexual das novilhas 

Nelore, porém houve uma tendência significativa de redução da expressão dos 

receptores de NPY-Y1 e NPY-Y4 no hipotálamo das novilhas precoces. 

 

Palavras-chave: Bovinos. Leptina. NPY. SOCS-3. 

 



ABSTRACT 
 

VAICIUNAS, A. Hypothalamic genes expression in early- and late-maturing bos 
indicus heifers. [Expressão de genes hipotalâmicos em novilhas Nelore precoces e 
não precoces]. 2007. 64 f. Dissertação (Mestrado em Medicina Veterinária) – 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, 
Pirassununga, 2007. 
 

 
 

The molecular mechanism by which leptin signaling in the hypothalamus might permit 

the initiation of puberty has not been elucidated. One possible mechanism for leptin 

molecular action on the reproductive axis is affecting NPY signaling. It was our 

objective to test whether early-maturing Bos indicus heifers have altered expression 

of hypothalamic genes related to leptin signaling. Among a population of 500 heifers 

between 20 and 25 months of age, 100 heifers were selected base on breed 

attributes (Nelore), month of birth, and body weight (290 kg). These 100 heifers were 

scored as prepubertal or pubertal according to the presence or not of a noticeable 

corpus luteum (CL). Ten heifers without a CL and ten heifers with noticeable CL 

received a prostaglandin injection, and according to visual observation of heat and 

rectal palpation, 6 prepubertal and 6 pubertal heifers were selected for the 

experiment. These 12 heifers were slaughtered and samples of hypothalamus were 

collected and frozen in liquid nitrogen. Expression of SOCS-3, NPY, NPY-Y1 and 

NPY-Y4 at the hypothalamus was quantified by real-time PCR using the ribosomal 

protein RP-L19 as a reference gene. Hypothalamic expression of SOCS-3 or NPY 

was not different between groups of heifers (P > 0, 50). It was thought that late-

maturing heifers could be resistant to leptin due to an increased expression of SOCS-

3 at the hypothalamus. However, there was a tendency for NPY-Y1 and NPY-Y4 

expression to be reduced in heifers that reached puberty earlier (P = 0,10). 

Expression of NPY-Y1 was 8.3-folds lower and NPY-Y4 expression was 14.3-folds 

lower in early-maturing heifers. When analyzed together, there was an 11-fold 

reduction in NPY receptors expression in early-maturing heifers, and this effect was 

statistically significant (P = 0,03). These results suggest that, because of the lower 

expression of NPY receptors, the hypothalamus of early-maturing heifers could be 

less sensitive to NPY inhibition, and therefore reach puberty with lower levels of 



circulating leptin. In conclusion, there was no effect between the expression of NPY 

and SOCS-3 and sexual precocity of Nelore heifers, but there was a significant 

tendency of reduction in NPY-Y1 e NPY-Y4 receptors expression in the 

hypothalamus of sexually precocious heifers. 

 

 

Key words: Bovines. Leptin. NPY. SOCS-3. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

Em sistemas de produção de bovinos de corte, a reprodução é um fator 

determinante, uma vez que, os aspectos reprodutivos interferem na lucratividade 

dessa atividade (OLIVEIRA et al., 2003).  

Muita ênfase tem sido dada em se diminuir a idade de novilhos ao abate. 

Porém, o maior impacto sobre a taxa de desfrute do rebanho brasileiro seria não 

somente diminuir a idade ao abate, como também diminuir a idade ao primeiro parto 

das fêmeas. Um sistema produtivo baseado na primeira parição aos quatro anos 

significa taxas de desfrute abaixo dos 15% e várias categorias de fêmeas vazias em 

recria. A primeira parição aos 36 meses implica duplicar a taxa de desfrute. Pensar 

na primeira parição aos 27 meses significa estar perto dos 40% de taxa de desfrute 

(FRIES et al., 1996).  

O início da atividade reprodutiva em fêmeas de corte tem grande influência 

na rentabilidade da criação de bezerros de reposição. A raça Nelore (Bos taurus 

indicus), apesar de bem adaptada às condições tropicais, atinge a puberdade em 

idade bem mais avançada que raças européias, mesmo quando estas são criadas 

em condições semelhantes (RODRIGUES et al., 2002).  

A idade média ao primeiro parto em rebanhos do estado de São Paulo 

encontra-se ao redor de 34 meses de idade, correspondendo a uma idade à 

concepção de 25 meses. Mesmo quando as novilhas são expostas aos touros desde 

os 14 meses de idade, a concepção ocorre somente ao redor de 25 meses de idade 

(PEREIRA et al., 2002).   

Este atraso na reprodução das fêmeas leva a um aumento de tamanho do 

rebanho não produtivo, redução na taxa de desfrute e, conseqüentemente, baixa 

eficiência do sistema de criação de bezerros de reposição. O longo período não 

produtivo em que as vacas permanecem na propriedade encarecem o custo de 

produção de bezerros e atrasa o processo de seleção genética do rebanho 

(RESTLE et al., 1999).  

A idade ao primeiro parto depende da idade à puberdade, sendo esta 

influenciada por diversos fatores externos, como nutrição e estação do ano. Porém, 

o peso médio à puberdade da raça Nelore também é superior ao de raças 

européias, demonstrando que, além do ambiente, a genética também é responsável 
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pela diferença na idade à puberdade (THALLMAN et al., 1999; RODRIGUES et al., 

2002).  
 Em novilhas Bos taurus indicus (RODRIGUES et al., 2002), o início da 

puberdade é regulado pela maturação do hipotálamo (teoria "gonadostática’). 

Anteriormente à puberdade, os pulsos de hormônio luteinizante (LH) são pouco 

freqüentes, devido à inibição do estrogênio à secreção de hormônio liberador de 

gonadotrofina (GnRH) pelo hipotálamo. Com a aproximação da puberdade, a 

maturação do hipotálamo resulta em um decréscimo da inibição do estrogênio na 

secreção de GnRH, o que leva a maior freqüência nos pulsos de LH e eventual 

ovulação (KINDER et al., 1995). A regulação fisiológica da maturação do hipotálamo 

não é bem compreendida (KINDER et al., 1995). Claramente, tanto o peso vivo 

quanto a condição corporal influenciam a idade à puberdade (MORAN et al., 1989).     

Recentemente tem sido postulado que um hormônio produzido pelo tecido adiposo, 

a leptina, age como sinalizador da condição corporal do animal ao hipotálamo, e, 

através de ligação com receptores no hipotálamo, exerce um efeito permissível à 

obtenção da puberdade (SPICER, 2001).  

Estudos têm demonstrado que, em baixas condições nutricionais, os níveis 

de leptina e gonadotrofinas são relativamente baixos, sendo revertida as 

concentrações de hormônio folículo estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH) 

após aplicação exógena desse hormônio (NAGATANI et al., 1998). Há relevantes 

evidências de que a leptina (em carência ou em excesso) é o sinal metabólico para 

inibir a atividade reprodutiva em condições nutricionais deficientes e reservas 

energéticas inadequadas (CUNNINGHAM et al.,1999).  
 O conhecimento dos mecanismos moleculares que controlam o sistema 

reprodutivo, bem como suas interações com outros sistemas, pode auxiliar no 

desenvolvimento de novas estratégias para o processo de seleção genética e de 

terapias para aumentar a fertilidade (PEREIRA, 2003).   

A nossa hipótese, neste estudo, é a de que a obtenção da puberdade em 

novilhas Nelore decorre da sinalização pela leptina no hipotálamo. Novilhas mais 

precoces podem ser detectadas por meio da expressão de determinados genes 

cujas proteínas codificadas têm ação no hipotálamo.  

Neste contexto, objetivou-se neste trabalho identificar e estudar a expressão 

de genes (que codificam proteínas com ação no hipotálamo) em dois grupos de 

novilhas Nelore, precoce (ciclando) e não precoce (não ciclando) que podem estar 
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relacionados com o controle da puberdade utilizando-se a metodologia de RT-PCR 

em tempo real.  
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2  REVISÃO DE LITERATURA 
 

Neste item será descrita a revisão de literatura referente ao presente 

trabalho. 

 
 
2.1 Raça Nelore 

 

    

 Atualmente, o Brasil detém a posição de principal exportador mundial de 

carne bovina, contando com um rebanho de 170 milhões de cabeças, das quais 80% 

são de animais zebuínos ou cruzados com zebu, sendo que 90 milhões são da raça 

Nelore. A grande importância desta raça para a pecuária nacional é conseqüência 

de características específicas que incluem rusticidade e adaptação ao sistema de 

criação extensivo com baixo custo (NOGUEIRA, 2004).  

A raça, originalmente utilizada para exploração leiteira na Índia, foi 

selecionada no Brasil para a produção de carne. Com excelente capacidade de 

digestão, resistência natural aos parasitas externos e metabolismo mais baixo que o 

do gado europeu, o Nelore se adaptou bem às condições de criação extensiva nos 

trópicos (ACNB, 2006).  

Diversos estudos permitiram concluir que existem diferenças na idade e 

peso corporal à puberdade entre as várias raças de bovinos. Em geral, os bovinos 

de origem européia Bos taurus taurus, atingem a puberdade mais precocemente do 

que os de origem zebuína Bos taurus indicus (THALLMAN et al., 1999). O atraso no 

início da puberdade em bovinos de raças de origem zebuína se reflete na idade à 

primeira cria, que nesses animais pode ser aos 40 meses de idade ou mais 

tardiamente (NOGUEIRA, 2004).  

A energia é o nutriente que mais afeta a reprodução em fêmeas bovinas. A 

ingestão insuficiente de energia está correlacionada com um baixo desempenho 

reprodutivo, atraso na idade à puberdade, atraso no intervalo da primeira ovulação e 

cio pós-parto, e redução nas taxas de concepção e de prenhez em vacas de corte e 

de leite (SANTOS, 1998). A baixa idade à puberdade é otimizada por um bom aporte 

nutricional. Inversamente, uma nutrição inadequada pode alterar de maneira 
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negativa a liberação de LH, provavelmente pela modulação de GnRH no hipotálamo. 

(SCHILLO et al., 1992).  
O peso corporal é o principal fator que afeta o início da puberdade em 

bovinos. Portanto, o acompanhamento do ganho de peso diário e a avaliação do 

peso corporal, tornam-se duas alternativas de grande utilidade, para a predição 

deste evento, principalmente no que diz respeito à caracterização de fêmeas que 

estão aptas à sua primeira estação reprodutiva (MARSON et al., 2004).  
Yelich et al. (1996) observaram que a restrição alimentar prolongada atrasa 

o início da puberdade o que prejudica a atividade cíclica de novilhas, por suprimir a 

liberação do LH em pulsos de alta freqüência, necessários para o crescimento dos 

folículos ovarianos até o estágio pré-ovulatório.  
A restrição nutricional também afeta as concentrações de progesterona no 

período pré-puberal e nos primeiros dias do ciclo estral, mesmo se os níveis 

nutricionais forem incrementados próximos ao momento do surgimento da 

puberdade (PERON; FERNANDEZ, 1995).  

 

 

2.2 Puberdade 

 

 

A puberdade pode ser definida como o primeiro estro acompanhado pelo 

desenvolvimento de um corpo lúteo capaz de se manter durante um ciclo estral 

completo (KINDER et al., 1987).  

Do ponto de vista prático, um animal atinge a puberdade quando é capaz de 

liberar gametas e de manifestar todas as etapas envolvidas no comportamento 

sexual (HAFEZ; HAFEZ, 2004).  

Em condições de reprodução normal (saúde e nutrição controladas), 

dependendo da subespécie (Bos taurus taurus ou Bos taurus indicus), a puberdade 

ocorre geralmente entre 12 e 24 meses de idade. A idade à puberdade é 

influenciada pelo ambiente, idade, genética, peso e por níveis de crescimento antes 

e após o desmame (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Associada a idade também há uma 

necessidade da maior disponibilidade de energia, glicose, insulina e leptina 

aumentando a sinalização para hipotálamo de que há um balanço energético 

favorável para o início da atividade reprodutiva (NOGUEIRA, 2003).  
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O hipotálamo secreta o hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) em 

padrão rítmico de baixa freqüência. Em conseqüência, a hipófise libera na corrente 

sangüínea o LH com uma relação temporal praticamente idêntica àquela 

apresentada pelo GnRH. Assim, os níveis séricos de LH se mantêm baixos, não 

sendo suficientes para deflagrar o início da puberdade. Este padrão de secreção 

hipotalâmica é mantido principalmente pela ação inibitória exercida pelo estradiol de 

origem ovariana (FOSTER, 1994).  

A gradativa diminuição do "feedback" negativo exercido pelo estradiol 

desencadeará a maturação hipotalâmica, devido a uma diminuição do número de 

receptores do estradiol no hipotálamo e na adenohipófise (DAY et al., 1987).  

O fator endócrino primário, necessário ao desencadeamento da puberdade 

em novilhas é a gradativa redução da sensibilidade do hipotálamo aos efeitos 

inibitórios do estradiol, que desencadeia o aumento na freqüência de pulsos de LH e 

resulta em crescimento folicular, produção de estradiol, que por sua vez induz o 

comportamento estral e a liberação da onda pré-ovulatória de LH, que induzirá a 

ovulação (RAWLINGS et al., 2003).  

No entanto, também se sugere que o hormônio responsável por regular a 

liberação de GnRH, refletindo o estado nutricional e as reservas energéticas é um 

hormônio derivado dos adipócitos, a leptina. A redução na freqüência de pulsos de 

LH devido à restrição alimentar pode provocar a diminuição nas concentrações da 

leptina sérica. Este hormônio é proposto como regulador do metabolismo energético 

e um dos mediadores dos efeitos sobre o desenvolvimento do sistema reprodutivo, 

sendo altamente correlacionado com a concentração sérica no início da puberdade e 

com o peso corporal (R2= 0,85) (WILLIAMS et al., 2002).  

Segundo Galina et al. (2000) foi demonstrado que, em baixas concentrações 

nutricionais, os níveis de leptina e gonadotropinas estão relativamente baixos, sendo 

revertidas as concentrações de FSH e LH após aplicação exógena deste hormônio. 

Assim, há relevantes evidências de que o baixo nível de leptina circulatória é o sinal 

metabólico para inibir a atividade reprodutiva em condições nutricionais deficientes e 

reservas energéticas inadequadas (CUNNINGHAM  et al., 1999).  
A incidência da puberdade, bem como do estro não puberal é influenciada 

por muitos fatores incluindo a idade, o genótipo, a estação do ano, o peso corporal, 

a nutrição e o ambiente social (GARVERICK; SMITH, 1993). Os efeitos da nutrição 

com relação ao início da puberdade foram amplamente revisados por Schillo et al. 
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(1992), demonstrando que são muito importantes, particularmente em novilhas. O 

ganho de peso adequado é necessário para que novilhas atinjam a puberdade e 

continuem a apresentar ciclos estrais normais. A subnutrição, tanto quanto a 

superalimentação influem significativamente (talvez sejam os principais fatores) nas 

anomalias do estabelecimento da puberdade em novilhas. A subnutrição dos 

animais em fase de crescimento determina retardo na puberdade, baixas taxas de 

concepção, subdesenvolvimento da glândula mamária e redução na produção 

leiteira (PATTERSON et al., 1992).  

 

 

2.3 Leptina 

 

A leptina é um hormônio peptídico secretado pelos adipócitos e que possui 

ação na regulação do peso corporal e ingestão de alimentos. Recentemente tem 

sido relacionada com a interação nutrição e reprodução. Esse hormônio é 

encontrado em muitas áreas do cérebro e outros tecidos, incluindo os ovários 

(BOLAND et al., 2001). 

A descoberta da leptina foi feita em camundongos geneticamente obesos, 

deficientes em leptina e estéreis (ZHANG et al., 1994). A injeção intraperitoneal de 

leptina exógena eliminou os defeitos de esterilidade, e machos e fêmeas tiveram o 

seu sistema reprodutivo ativado.  Os diferentes estudos em roedores não apenas 

confirmam o papel da leptina na fisiologia da puberdade e reprodução, como 

também demonstram que estes efeitos não são somente secundários aos efeitos no 

balanço energético e do acúmulo de gordura (SPICER, 2001).  

Tem sido demonstrado que a leptina pode contribuir para regulação do 

metabolismo energético, comportamento no consumo de alimentos e reprodução em 

muitas espécies de animais ruminantes ou não, pode também participar de 

importantes eventos, inclusive a puberdade (WILLIAMS et al., 2002). 

O possível mecanismo de regulação da reprodução pela leptina envolve 

inter-receptores de leptina nos neurônios, que provocam liberação de alfa-

endorfinas, as quais têm impacto sobre os neurônios secretores de GnRH e do 

neuropeptídeo Y (envolvido no controle da saciedade), além de sensibilizar regiões 

do cérebro, sensíveis à glicose, as quais influenciam a secreção de GnRH 

(CUNNINGHAM et al., 1999). A leptina pode também possuir efeito local, 
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possivelmente regulando o tamanho dos folículos e qualidade dos ovócitos 

(BOLAND et al., 2001). Observações feitas por Cunningham et al. (1999), sugeriram 

que a leptina representa um sinal metabólico para o sistema reprodutivo neuro-

endócrino e que, sob condições inadequadas de reserva energética, baixos níveis 

de leptina atuam como uma “chave metabólica” a fim de inibir a atividade reprodutiva 

no eixo neuro-endócrino em ambos os sexos.  

A leptina tem efeito inibitório ou estimulatório sobre a liberação de GnRH e 

este efeito pode ser dependente da dose, meio de cultura, espécie ou sexo. 

Hipoteticamente, uma vez encontrado o nível mínimo de leptina, atua como um 

"gatilho" para iniciar a secreção de gonadotrofinas no hipotálamo-hipófise, enquanto 

altos índices de leptina não têm efeito (obesidade) (WILLIAMS et al., 2002).  

Estudos recentes demonstraram que a expressão do gene da leptina e a 

leptina circulante respondem positivamente em curto prazo ao fluxo de nutriente e 

estão associadas com mudanças na insulina, IGF-I e nos pulsos de LH (GARCIA et 

al., 2002). Além disso, a administração central de leptina recombinante ovina 

estimulou significativamente a insulina pancreática e a secreção de LH em vacas 

adultas, em jejum e em animais bem alimentados (AMSTALDEN et al., 2002; 

MACIEL et al., 2004).   
Maciel et al. (2004), demonstraram a habilidade da administração 

perifericamente de leptina ovina recombinante para prevenir a diminuição na 

freqüência dos pulsos de LH em novilhas bem nutridas as quais estavam cerca de 

dias ou semanas de suas primeiras ovulações.  

Trabalhos anteriores em suínos, primatas e roedores têm também associado 

à administração de leptina a mudanças na secreção de LH e GH. Em ovelhas, a 

administração central e periférica da leptina pode estimular o LH e GH em animais 

em jejum ou em animais restritos à alimentação, e GH em animais bem nutridos 

(MORRISON et al., 2002).  

Coletivamente, estas observações sugerem que a leptina desenvolve uma 

importante função como um ‘link’ (ou elo) entre o "status" nutricional e o eixo central 

reprodutivo em bovinos. 
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2.4 Mecanismos moleculares de ação da leptina no hipotálamo  
 

 
A leptina atua no hipotálamo e possui ação anorexígena (inibidora de 

apetite). Os receptores de leptina são encontrados em grande número no 

hipotálamo, e em outras regiões do sistema nervoso central (ELMQUIST et al., 

1998).  

Segundo Williams et al. (2002), os receptores da leptina têm sido 

encontrados no arco do hipotálamo e núcleo ventromedial em todas as espécies que 

já foram estudadas, áreas envolvidas no comportamento ingestivo, reprodução e 

crescimento. Os receptores são encontrados na forma longa (OB-Rb) e curta (OB-

Ra). A forma longa é encontrada em várias regiões do cérebro e a forma curta nos 

demais tecidos (adiposo, gástrico, gônadas, placenta, etc) (HOSSNER, 1998; 

HOUSEKNECHT et al., 1998). Esses receptores são coexpressados nos neurônios 

hipotalâmicos que expressam a Pro-opiomelanocortina (POMC). Exemplos de 

hormônios derivados desta proteína são: a β-endorfina, a adrenocorticotropina 

(ACTH) e o neuropeptídeo Y (NPY) (RIVIER; RIVEST, 1991). A sinalização da 

leptina depende de sua ligação a um receptor monomérico trans-membrana da 

família dos receptores de citocina da classe I (TARTAGLIA et al., 1995).  

Seis diferentes formas protéicas ("splice variants") deste receptor foram 

descritas, sendo chamadas de Ob-Ra - Ob-Rf (STEPANYAN et al., 2003). A forma 

Ob-Rb é aquela expressa de forma predominante em neurônios do núcleo arqueado, 

sendo, de acordo com a maior parte dos estudos, a principal responsável pela 

transdução do sinal da leptina nesta região anatômica (TARTAGLIA, 1997). Como 

outros membros da família de receptores da classe I de citocinas, o Ob-Rb (assim 

como os demais Ob-Rs) não possui atividade catalítica intrínseca, sendo 

constitutivamente ligado a uma proteína citosólica com atividade tirosina quinase 

chamada Janus quinase  2 (JAK-2).  

A modificação conformacional induzida pela ligação da leptina e pela 

dimerização de receptores induz a atividade catalítica da enzima JAK-2 associada, a 

qual se autofosforila em vários resíduos tirosina, tornando-se assim ativa para que, a 

seguir, fosforile e ative a outra molécula de JAK-2 ligada ao segundo receptor 

(TARTAGLIA, 1997). Subseqüentemente, as JAK-2 ativas catalisam a fosforilação 
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dos receptores Ob-Rb nas tirosinas 985 e 1138 (MUNZBERG; MYERS, 2005). Desta 

forma, criam-se três sítios ativos que darão continuidade ao sinal da leptina.  

O primeiro sítio encontra-se na molécula de JAK-2 fosforilada. O segundo 

sítio encontra-se na adjacência do resíduo tirosina 985 fosforilado no Ob-Rb. Por fim, 

o terceiro sítio encontra-se nas adjacências da tirosina 1138 do Ob-Rb fosforilado. 

Este sítio promove o recrutamento de moléculas da família de transdutores-de-sinal-

e-ativadores-de-transcrição (STATs, predominantemente STAT3) responsáveis por 

conduzir o sinal gerado pela leptina ao núcleo, onde coordenarão a transcrição de 

genes de neurotransmissores responsivos ao sinal hormonal (BJØRBAEK et al., 

2004). In vitro, a leptina mostrou ativar STAT1, STAT2, STAT3, STAT5 e STAT6; 

contudo, no hipotálamo, a leptina ativa especificamente STAT3 (VAISSE et al., 

1996).  

 
 

2.5 SOCS-3 

 

 

A leptina relaciona-se estruturalmente a citocinas e age em receptores que 

pertencem à superfamília de receptor de citocina (BJØRBAEK et al., 1998). Estudos 

in vitro e in vivo verificaram que a leptina ativa a transferência de sinal igual ao da 

citocina ao estimular o caminho JAK – STAT por meio do receptor de forma longa de 

leptina (BAUMANN et al., 1996).  

Em conseqüência da estimulação da leptina, JAKs intracelulares são 

ativadas pro meio de transfosforilação e resíduos de tirosina fosforilados no receptor 

de leptina de forma longa e em transdutores e ativadores de proteínas de transcrição 

(STAT). Proteínas STAT fosforiladas dimerizam e translocam para o núcleo a fim de 

ativar a transcrição do gene (BJØRBAEK et al., 1999).  

Recentemente, uma nova família de inibidores induzíveis de citocina de 

sinalização foi identificada, incluindo CIS (seqüência induzível de citocina), SOCS -1 

(supressor de sinalização de citocina), SOCS-2 e SOCS-3 (YOSHIMURA et al., 

1995). Membros da superfamília de citocina incluindo a leptina, interleucina-6, 

interferon-alfa, fator inibidor da leucemia, eritropoitina e hormônio de crescimento 

induzem a transcrição in vitro e in vivo de um ou mais genes de cis e socs, e quando 
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expressos em células, as proteínas CIS e SOCS inibem a sinalização e as atividades 

biológicas das citocinas (STARR et al., 1997).   

As citocinas incluem uma grande família de glicoproteínas que regulam 

processos biológicos fundamentais incluindo hematopoiese, imunidade e o 

desenvolvimento do sistema nervoso. Embora os receptores de citocina não tenham 

atividade intrínseca de quinase, eles associam-se de forma constitutiva com 

membros da família Janus quinase (JAK) de quinases de tirosina, que inclui TYK2, 

JAK1, JAK2 e JAK3 (KREBS; HILTON, 2001).  

SOCS-3 (também conhecido como CIS3) é uma proteína que contém 

domínio SH2 que inibe a sinalização por determinado receptor de citocina – 

complexos Jak quinase (STARR et al., 1997). A leptina induz a expressão de RNAm 

de SOCS-3 em regiões do hipotálamo que expressam a forma longa do receptor da 

leptina via transcrição mediada por STAT3, SOCS-3 inibe a sinalização da forma 

longa do receptor da leptina e níveis celulares de SOCS-3 são elevados em  células 

de resistência à leptina e nos hipotálamos de alguns animais obesos (BJØRBAEK et 

al., 1999; BANKS et al., 2000). Assim, SOCS-3 é um provável mediador de inibição 

de resposta sobre o receptor de leptina e um mediador potencial de resistência 

fisiológica à leptina (MASUHARA et al., 1997).  

 

 

2.6 NPY  

 

 

A ocorrência do neuropeptídeo Y (NPY), um membro da família dos 

peptídeos pancreáticos foi originalmente identificado por Tatemoto em 1982. Desde 

então, uma grande evidência tem demonstrado um papel importante do NPY em 

muitas funções neuroendócrinas (TATEMOTO, 1982).  O neuropeptídeo Y (NPY) é 

sintetizado no núcleo arqueado do hipotálamo e parece controlar funções 

metabólicas tais como absorção de alimento e termogênese, e também parâmetros 

reprodutivos como comportamento sexual ou secreção de gonadotropina (AUBERT 

et al., 1998; BARB, 1999). O núcleo arqueado do hipotálamo contém populações de 

neurônios que expressam neuropeptídeo Y (NPY), peptídeo relacionado à cepa 

‘agouti’ (AGRP-agouti-related protein) e o precursor pró-ópio-melanocortina (POMC) 

(FRIEDMAN; HALAAS, 1998).  
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O neuropeptídeo Y (NPY) contém 36 resíduos de aminoácidos, incluindo 

uma tirosina em cada extremidade (assim Y, o código para Tirosina). NPY é um dos 

peptídeos mais abundantes do hipotálamo e um dos fatores orexígenos mais 

potentes (WILLIAMS et al., 2000).  

As várias funções de NPY são mediadas pela família de gene receptor Y, 

consistindo de pelo menos cinco membros distintos (Y1, Y2, Y4, Y5 e Y6). Além do 

seu envolvimento em reprodução e energia homeostática, estes receptores Y 

quando ativados por suas ligações, NPY, peptídeo YY (PYY) e polipeptídeo 

pancreático (PP), também podem modular outras funções fisiológicas importantes 

incluindo ritmia cardíaca, motilidade gastrintestinal, memória, ansiedade, e pressão 

sangüínea (GEHLERT, 1999).  

Estes receptores NPY são encontrados com padrões de contribuições 

individuais em muitos neurônios hipotalâmicos incluindo neurônios motores, 

neuroendócrinos, neurônios neurosecretórios magnocelulares e numerosos 

neurônios que ligam o hipotálamo com os sistemas nervosos límbicos e autonômicos 

(FETISSOV et al., 2004).  

O papel da leptina e do neuropeptídeo Y na regulação da função 

reprodutiva, ou como uma ação coordenada de ambos os fatores, ou com cada fator 

agindo independentemente, foi avaliado durante maturação sexual na rata (AUBERT 

et al., 1998). O RNAm do NPY é expresso em ratos ob/ob, os quais não produzem 

uma forma funcional da leptina; conseqüentemente, ratos ob/ob são obesos, 

hiperfágicos e inférteis. O tratamento de ratos ob/ob com leptina exógena diminuiu a 

expressão de RNAm do NPY no interior do núcleo arqueado, restaurou estes 

animais de modo relativo a uma condição corporal normal e aprimorou diversos 

parâmetros reprodutivos (DYER et al., 1997).  

 

 

2.7 NPY-Y1 

 

 

O receptor de NPY, NPY-Y1 foi o primeiro a ser clonado em ratos e 

subseqüentemente em humanos e camundongos. O primeiro modelo de respostas 

mediadas de NPY-Y1 é uma vasoconstrição (LUNDBERG; TATEMOTO, 1982). 

Porém, este receptor foi envolvido em várias outras respostas induzidas de NPY, tais 
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como a estimulação de absorção de alimento e ativação de eixos neuroendócrino 

(PEDRAZZINI, 2004). No sistema reprodutivo masculino e feminino, artérias e 

arteríolas apresentam uma expressão significante de Y1 (MATSUDA et al., 2002).  

O receptor NPY-Y1 pertence à família de receptores de proteína G-unida 

que tem características distintas de ligação–união (LEUPEN et al., 1997). É 

considerado como um pós sináptico e media muitas das ações de NPY em tecidos 

periféricos (WAHLESTEDT et al., 1986).  

Em outras séries de experiências, a importância de um subtipo Y1 em 

mediar os caminhos de leptina envolvidos no controle da puberdade foi avaliada. 

Camundongos jovens foram tratados com injeções diárias de leptina (PRALONG et 

al., 2002). Um avanço de puberdade foi observado em ‘knockouts’ (interrupção do 

gene) NPY-Y1-⁄- tratados com leptina. Além disso, a inibição de eixo gonadotrópico 

foi estudada em camundongos (ob/ob) deficientes em leptina. De forma interessante, 

as sinalizações de eixo reprodutivo de camundongos (ob/ob) produzindo uma 

mutação inativa no locus Y1 foram normais, sugerindo que as ações do NPY 

referentes às funções reprodutivas são mediadas pelo receptor NPY-Y1 

(PEDRAZZINI, 2004).  
 

 

2.8 NPY-Y4 

 
 

O receptor Y4 é predominantemente expresso em tecidos periféricos, tais 

como, pâncreas, intestino, cólon, coração e fígado (BARD et al., 1995; LUNDELL et 

al., 1995). Porém, quantidades significantes de RNAm de Y4 e locais específicos de 

ligação também foram encontradas em áreas – chaves do hipotálamo, tais como, 

núcleo paraventricular e em certos núcleos do sistema nervoso central, incluindo a 

área postrema e o núcleo do trato solitário (PARKER; HERZOG, 1999; LARSEN; 

KRISTENSEN, 2000).  
Em princípio, pensava-se que o receptor Y4 era principalmente um receptor 

periférico porque ele se une a um polipeptídeo pancreático perifericamente com uma 

afinidade muito maior do que a do NPY (CAMPBELL et al., 2003).  

De acordo com Saintsbury et al. (2002) os receptores Y4 estão 

especificamente envolvidos na inibição da função reprodutiva e fertilidade debilitada 
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observadas em camundongos (ob/ob) com deficiência de leptina. Isto provavelmente 

ocorre devido à ativação mediada por NPY de receptores Y4 nas regiões do cérebro 

que controlam o eixo gonadotrópico. Ao contrário, outros aspectos de obesidade em 

camundongos ob/ob tais como defeitos em lactação, assim como hiperfagia, 

hiperinsulinemia, hiperglicemia, e massa adiposa aumentada são mais 

provavelmente não mediados pelo agonismo de receptor Y4. Em fisiologia normal, o 

receptor Y4 pode contribuir para reduzir a capacidade reprodutiva quando a 

expressão hipotalâmica NPY é aumentada, tais como, em restrição alimentar, 

exercícios pesados, lactação e diabetes mellitus tipo1, representando um novo alvo 

possível para o tratamento da infertilidade.  
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3 HIPÓTESE 
 
 

 O início mais precoce da maturidade sexual pode ser definido em função da 

maior sensibilização do hipotálamo à sinalização da leptina. Esta maior sensibilidade 

pode ser ocasionada por menor expressão de SOCS-3, menor expressão de NPY ou 

de seus receptores: NPY-Y1 e NPY-Y4.  
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4 OBJETIVOS 
 
 

Neste item serão abordados o objetivo geral e os objetivos específicos deste 

experimento.  

 
 
4.1 Objetivo Geral 

 

 

Identificar genes cuja expressão protéica com ação no hipotálamo contribua 

para a precocidade sexual de novilhas da raça Nelore.   

 
 

4.2 Objetivos Específicos  

 

 

Avaliar a correlação funcional entre os genes diferencialmente expressos no 

hipotálamo e as manifestações fisiológicas relacionadas ao estabelecimento da 

puberdade em novilhas da raça Nelore.  
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Neste item serão descritas as etapas da realização do experimento. 

 

5.1 Animais 

 

Quinhentas novilhas de um rebanho de 6000 cabeças, a maioria da raça 

Nelore (Bos taurus indicus), nascidas no mês de janeiro de 2001 e provenientes da 

Estação Experimental Agrozootécnica Hildergard Georgina Von Pritzelwitz 

pertencente à Fundação de Estudos Agrários Luiz de Queiroz, localizada no 

município de Londrina-PR, foram selecionadas (precoces e não precoces), baseadas 

em características de raça, idade e peso vivo de aproximadamente 290 Kg. Entre 

estas novilhas, cem animais foram pesados e submetidos à apalpação retal, para 

verificar o estágio de desenvolvimento dos ovários. Com base nos resultados da 

apalpação retal, as novilhas foram divididas em grupos de precoces (com corpo 

lúteo presente) e não precoces (sem corpo lúteo e com o ovário pequeno). Dez 

novilhas precoces e dez não precoces foram selecionadas e posteriormente foi 

aplicada uma dose de prostaglandina F2α (Ciosin, Coopers). A ocorrência de cio foi 

monitorada no 3º e 4º dia após a aplicação. No 4º dia, após a aplicação da 

prostaglandina, as novilhas foram novamente pesadas e submetidas à apalpação 

retal para confirmar a ausência de corpo lúteo e o tamanho dos ovários das novilhas 

do grupo tardio. Com base no peso vivo e tamanho dos ovários, 6 novilhas não 

precoces e 6 novilhas precoces foram selecionadas para abate e coleta de amostras 

no dia seguinte. O abate foi realizado no frigorífico localizado em Londrina, PR. No 

momento do abate, o hipotálamo foi coletado e congelado rapidamente em 

nitrogênio líquido, e mantido à -80oC até a extração do RNA total. Dentre estas 12 

novilhas, no momento da coleta, foi perdido um hipotálamo de um animal.  
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5.2 Localização do hipotálamo 

 

 

O hipotálamo foi coletado tendo como base o quiasma óptico e posterior os 

corpos mamilares. 

O gene NKX2.1, também chamado de TITF1 (Fator - 1 da transcrição 

específica da tireóide), é expresso pelo pulmão, tireóide e pelo hipotálamo (SUSUKI 

et al., 1998). Por ser expresso no cérebro somente no hipotálamo e não estar 

envolvido com os eventos reprodutivos, o NKX2.1 foi utilizado como marcador do 

hipotálamo, ou seja, para normalizar erros no momento da coleta da amostra de 

hipotálamo.  

 

 

5.3 Análise de expressão gênica 

 

Neste item será descrita toda a análise da expressão gênica realizada neste 

experimento.  

 

5.3.1 Local do experimento 

 

 

O experimento foi desenvolvido no Laboratório de Morfofisiologia Molecular -

ZAB - FZEA (USP). 

 

 

5.3.2 Extração do RNA Total 
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O isolamento do RNA total dos tecidos foi realizado segundo o protocolo 

descrito por Chomczynski e Sacchi (1987). Os tecidos coletados foram dissolvidos 

em TRIZOL (Gibco/BRL), e aliquotados em tubos eppendorfs, finalizando o volume 

de 1mL. À essa mistura foi adicionado 200 µL de clorofórmio, agitado vigorosamente 

e incubados por 3 minutos a temperatura ambiente (25ºC). Após centrifugação a 

12000 Xg por 15 minutos, a 4ºC, a fase aquosa foi recuperada e à esta foram 

adicionados 500 µL de isopropanol, seguido de incubação por 10 minutos a 

temperatura ambiente. Em seguida, foram centrifugadas a 10000 Xg, por 10 

minutos, a 4ºC e o precipitado de RNA lavado com 1mL de etanol 75%, sendo 

procedida uma nova centrifugação a 10000 Xg, por 5 minutos a 4ºC. O precipitado 

de RNA foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 20 µL com água 

tratada (DEPC) para posterior determinação da concentração de RNA total por 

espectrofotômetro. As amostras obtidas com esse procedimento foram submetidas à 

eletroforese em gel de agarose 1% para verificar a integridade do RNA total. 

 

 

5.3.3 Síntese de cDNA 
 
 

A síntese de cDNA foi realizada utilizando-se o Kit SuperScriptTM First-

Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen).  

Os cDNAs foram sintetizados a partir de 5 µg de RNA total das amostras de 

tecidos, 1µL de oligonucleotídeo iniciador (primer) oligo (dT) a 0,5 µg/µL; 1 µL de 

dNTP 10 mM. Após a incubação a 65º por 5 minutos, a reação foi resfriada em gelo 

por 1 minuto. A essa mistura foram adicionados 2 µL de tampão RT 10X, 4 µL de 

MgCl2 5mM, 2 µL de DTT 0,1 M e 1 µL de Rnase OUT (40u/µL) em um volume final 

de 20 µL. A reação foi incubada a 42ºC por 2 minutos e adicionada 1 unidade da 

enzima SuperScript II RT (Invitrogen). A transcrição reversa foi feita a 42ºC por 50 

minutos, procedendo-se a inativação da enzima a 70ºC por 15 minutos. Para 

remover o RNA molde da molécula híbrida cDNA: RNA foi feita digestão com 1 

unidade de Rnase H por 20 minutos a 37ºC. 
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5.3.4 Desenho dos primers 

 

 

Após a escolha dos genes, foi utilizado o software Primer Express® v2.0 da 

Applied Biosystems para o desenho dos primers. As seqüências obtidas foram feitas 

com base no GenBank (http:⁄⁄ www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando-se do programa 

BLAST- Basic Local Aligment Search Tool (Tabela 1). 

 
Tabela 1 – Seqüência, acesso genbank e tamanho dos fragmentos amplificados em 

cada par de primer desenhado 
 

 
Genes 

 
Seqüência (5’     3’) 

Acesso 
Genbank 

 Tamanho do 
fragmento (pb)

 

F- GAAATCGCCAATGCCAAC  
RP-L19 R- GAGCCTTGTCTGCCTTCA 

 

 
NM000981 361 

F- TTCAGCTCCAAGAGCGAGTACC  
SOCS-3 R- ACTGGATGCGCAGGTTCTTG 

 

 
NM174466 217 

F-  CTTGGCCAGATACTACTCAGCG  
NPY R-AAAGAGGCAGAGACTGGAGAGC 

 

 
AY491054 200 

F- TGATGCCTTCAAGGACAAATACG  
NPY-Y1 

R- GGACAGCAGCATGATGTTGATTC 
 

 
XM580988 235 

F- ACCCTGCTTATTGCCAACCTGG  
 

NPY-Y4 R- TGGATTGGTGATGAGCTGATGC 
 

 
XM582253 210 

 
 
5.3.5 Amplificação de cDNA por PCR 
 
 

Para cada reação de amplificação dos genes RP-L19, SOCS-3 e NPY foi 

utilizado 1µL de cDNA (diluído para 0,05 µL: 1 µL de cDNA e 19/µL de Água Milli-Q 

estéril), adicionado a 49 µL de reação composto pelos seguintes reagentes: 5 µL de 

tampão 10X (0,1 mM EDTA, 1mM DTT, 20mM Tris-HCl pH 8,0), 1 µL de dNTP 

10mM, 1,5 µL de MgCl2 50mM, 0,25 µL de enzima Taq DNA polimerase (5U⁄µL), 

1,25 µL de cada primer 10mM (senso e anti-senso), completando com 38,75 µL de 
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água Milli-Q estéril para o volume final de 50 µL. Já para os genes NPY Y1 e NPY 

Y4 foi utilizado 0,75 µL de cada primer (senso e anti-senso). As condições da PCR 

estão descritas na tabela 2. Os produtos amplificados foram aplicados em gel de 

agarose 1% e visualizados pelos softwares Image FLA-3000G Series versão 1.11 e 

Image Gauge versão 3.12 (Fuji Film).  
 

Tabela 2 – Programa utilizado na amplificação dos genes RP-L19, SOCS -3 e NPY 
 

Etapa Temperatura Tempo Número de Ciclos 
 

Pré-desnaturação 
 

94ºC 
 

3 minutos 
 

1 
Desnaturação 94ºC 45 segundos  
Anelamento 55ºC 30 segundos 35 

Extensão 72ºC 60 segundos  
Extensão Final 72ºC 10 minutos 1 
Resfriamento 4ºC Indeterminado  

 

Para os genes NPY Y1 e NPY Y4 foi utilizado o mesmo programa, porém 

com um número de ciclos de 45 da desnaturação até a extensão. 

 
 
5.4 Quantificação relativa da expressão gênica 

 
Neste item serão descritas a quantificação relativa da expressão gênica e a 

análise estatística usada no experimento. 

 
 

5.4.1 Local do experimento 
 
 

O experimento foi desenvolvido no Laboratório de Biotecnologia Animal -

Departamento de Zootecnia - Esalq/Universidade de São Paulo (USP). 
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5.4.2 Reações de PCR em tempo real 
 

 

Para as reações de PCR em tempo real foi utilizado o mix composto pelos 

seguintes reagentes: 0,4 µL de dNTP mix 10mM, 1 µL de cada primer (10mM), 0,8µL 

de MgCl2 25mM, 0,25 µL de BSA (20mg/mL), 0,3 µL da enzima Taq Platinum DNA 

polimerase (5U/µL, Invitrogen), 4 µL Sybr Green I e 18 µL de Água Mili-Q. As 

reações foram preparadas adicionando-se 18 µL do mix em cada capilar, seguidos 

de 2 µL de cDNA em cada reação. Os capilares foram centrifugados a 700 Xg por 5 

segundos e colocados no equipamento LightCycler (Roche). O programa utilizado 

para a amplificação das amostras foi composto das seguintes etapas: desnaturação 

inicial a 95ºC por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturação a 95ºC por 10 

segundos, anelamento a 55ºC, extensão a 72ºC por 10 segundos; seguidos de 

resfriamento final a 40ºC por 30 segundos.  

Para a quantificação dos resultados foi empregado o método de 

quantificação relativa descrita por Pfaffl (2001), uma vez que se desejava saber a 

diferença de expressão entre os grupos estudados, e não o número absoluto de 

cópias de cada gene.  

A equação abaixo ilustra o método de quantificação relativa escolhido: 

 
 
Equação 1: Razão (R)= (E gene de interesse) ∆Ct alvo (Ct não precoce-Ct precoce) 

 
 

 

onde E= eficiência da amplificação de cada gene; Ct= ciclo de início da detecção do 

produto amplificado; ∆= diferença entre amostra desconhecida versus o controle.   

Esse método citado baseia-se na quantificação do gene de interesse em 

relação a um gene controle denominado referência ou controle, para que se 

minimizem as possíveis variações quanto à quantidade de RNA utilizada inicialmente 

e eficiência na transcrição reversa.  Entretanto, para a realização das análises 

estatísticas, foram considerados os valores individuais de Cts. O método de 

expressão relativa foi usado para minimizar possíveis variações devido à eficiência 

da transcrição reversa e a quantidade do modelo utilizado. 

  (E RP-L19) ∆Ct RP-L19 (Ct não precoce-Ct precoce) 
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5.4.3 Eficiência de amplificação 
 

 

A equação para o cálculo da eficiência de amplificação foi utilizada na forma 

logarítmica. Relacionando os valores logarítmicos do produto de PCR (Log2) versus 

o número de ciclos de amplificação, um gráfico linear pôde ser gerado. Este gráfico 

somente pode ser construído na fase exponencial da reação e é geralmente utilizado 

para acessar a eficiência de amplificação. As condições de amplificação específica 

para cada gene foram obtidas levando-se em consideração a qualidade das curvas 

de dissociação obtidas (Tabela 4).  

Para calcular a eficiência de amplificação de todos os genes, foi construída 

uma curva de diluição em série de cDNA. A partir dos dados obtidos, produziu-se um 

gráfico do Ct (threshold cycle ou quantidade de ciclos necessários para amplificação 

do gene em questão) versus o log2 do número relativo de cópias da diluição em 

série. Regressão linear foi feita para determinar o coeficiente angular da reta, que é 

usado para determinar a eficiência de amplificação baseando-se na equação 2, 

descrita por Yuan et al.  (2006):   

 

 

Equação 2:    Eficiência =  2 (-1⁄ coeficiente angular da reta) 

 

 

 

5.4.4 Escolha do gene controle 
 
 

A proteína ribossomal L19 (RP-L19) é expressa de forma constitutiva pelos 

tecidos e será utilizada como controle positivo de amplificação e para normalizar a 

quantidade de cDNA presente em cada amostra do hipotálamo no estudo da 

expressão diferencial de genes (CHAN et al., 1987). A obtenção de resultados 

confiáveis utilizando a metodologia de PCR em tempo real requer correção para 

variações experimentais. A quantificação de um gene controle ou referência permite 

a normalização de diferenças na quantidade de RNA ou cDNA em amostras 

individuais geradas por: (1) diferenças na quantidade e qualidade do material, (2) 
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diferenças no preparo do RNA e síntese de cDNA. Al-Bader e Al-Sarraf (2005) 

usaram a metodologia RT-PCR para quantificar os níveis do mRNA de diversos 

genes a fim de identificar quais os mais apropriados, e concluíram que dentre eles a 

RP-L19 teve expressão constante, independente do tratamento. Assim, selecionou-

se a RP-L19, uma proteína ribossomal para ser usada como gene controle neste 

trabalho.  

 
 

5.5 Análise estatística 
 

 

Uma curva de diluição com uma série de concentrações de cDNA foi 

calculada para cada gene para obter uma eficiência de amplificação. A análise 

estatística foi realizada utilizando o procedimento MIXED (SAS, 2000) para executar 

uma regressão linear simples para cada grupo baseado no modelo descrito por 

Yuan et al. (2006). Os intervalos de confiança para as inclinações foram avaliados. O 

∆Ct para cada gene (controle ou interesse) foi então calculado subtraindo o número 

Ct da amostra de interesse (precoce) da amostra controle (não precoce). Quando a 

eficiência de amplificação não foi diferente do que 1, a razão da expressão do gene 

foi calculada com a equação: Razão = 2-∆∆Ct, enquanto que ∆∆Ct =∆CtRP-L19 - 

∆Ctinteresse. Os dados foram analisados por meio de uma análise de covariância 

(ANCOVA), segundo modelo proposto por Yuan et al. (2006), considerando os 

efeitos fixos de tratamento, gene, e a interação do tratamento x gene, e os efeitos 

casuais do animal (tratamento) e gene x tratamento (animal). A hipótese nula foi 

aquela GeneAlvonão precoce – RP-L19não precoce = GeneAlvoprecoce – RP-L19precoce,  ou 

alternativamente: (GeneAlvonão precoce – GeneAlvonão precoce) – (RP-L19precoce - RP-

L19precoce) = 0. O contraste foi usado para contrastar o efeito do tratamento e para 

estimativa de ∆∆Ct, tão bem como seu erro padrão da média e intervalo de 

confiança de 95%.   

 Todos os valores de P foram derivados testando a hipótese nula que ∆∆Ct 

são iguais a 0. Então, um pequeno valor de P indica que o ∆∆Ct é significativamente 

diferente de 0, o qual demonstra um efeito significativo. O desvio padrão da razão foi 

derivado do desvio padrão do ∆∆Ct. Um valor de P < 0,05 foi considerado 

significativo e a tendência foi considerada como P < 0,10.   
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Neste item serão discutidas a caracterização dos genes e a análise da 

expressão gênica. 

 
 
6.1 Caracterização dos genes 

 

Neste item serão discutidas as extrações de RNA total e a PCR em tempo 

normal do presente experimento. 

 

 

6.1.1 Extração de RNA total 
 

Para extração do RNA total foram utilizadas amostras dos hipotálamos de 11 

animais, sendo 6 novilhas não precoces e 5 novilhas precoces. A extração foi 

realizada e o RNA total pode ser visualizado na figura 1.  
 

 

    
                          28S 
                          18S 
 
 
 
 
 
 
                              28S           28S 
                          18S 
 
                           
 
 

Figura 1 - Gel de agarose 1% para verificação da 
integridade do RNA total, podendo-se 
visualizar as bandas estruturais de RNA 
ribossômico (28S e 18S) 

 
 

   1       2      3       4      5      6       7      8 

   9     10    11        



 43

A eletroforese em gel de agarose 1% permitiu verificar a integridade das 

amostras de RNA total extraídas, avaliadas pelas bandas estruturais do RNA 

ribossômico. Após a verificação da integridade do RNA total e quantificação em 

espectofotômetro, procedeu-se a síntese de cDNA empregado nas análises de 

expressão gênica.   

 
6.1.2 PCR em tempo normal 
 

 

a) Especificidade do primers 

  

 

As condições de PCR em tempo normal utilizadas resultaram em produtos 

de tamanho esperado de uma única banda para todos os genes, como pode ser 

visualizado na figura 2. 

 

 

 

                            
                                        
                
 
 
 
 
 

Figura 2 - Gel de agarose 1% para verificação de amplificação dos genes de 
interesse. Canaleta 1= marcador molecular, Canaleta 2= RP-L19 (361 
pb), Canaleta 3= controle negativo, Canaleta 4= controle negativo, 
Canaleta 5= SOCS-3 (217 pb), Canaleta 6= NPY (200 pb), Canaleta 7= 
controle negativo, Canaleta 8= NPY-Y1 (235 pb), Canaleta 9= controle 
negativo e Canaleta 10= NPY-Y4 (210 pb) 

 
 
 

A PCR realizada sem adicionar o cDNA (controle negativo), não demonstrou 

amplificação, afastando a possibilidade de resultado falso-positivo decorrente de 

contaminação. Este resultado demonstra que as condições de PCR em tempo 

 
 
 
 
 

400 pb 
300 pb 
200 pb 
100 pb 
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normal utilizadas resultaram em produtos de tamanho esperado e amplificação de 

uma única banda para todos os genes.     

 
 
6.2 Análise da expressão gênica 

 
Neste item serão discutidas a PCR em tempo real, curva de diluição, cálculo 

da eficiência da amplificação dos genes e quantificação da expressão gênica do 

experimento. 

 
6.2.1 PCR em tempo real 
 

A especificidade dos primers foi confirmada também pela análise da curva 

de dissociação, realizada de 60,0ºC a 94,0ºC para todos os genes estudados. As  

representações das análises da curva de dissociação para os genes estão 

apresentadas nas figuras 3, 4, 5, 6 e 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 3 - Curva de dissociação das 11 novilhas para o gene RP-L19.              
                 Eixo Y representa a primeira derivada da fluorescência           

                                         durante cada ciclo e o Eixo X, a temperatura de 
                                         dissociação. Cada linha representa uma amostra cuja  
                                         expressão foi quantificada 
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Figura 4 - Curva de dissociação das 11 novilhas para o gene SOCS-3. 
Eixo Y representa a primeira derivada da fluorescência durante cada 
ciclo e o Eixo X, a temperatura de dissociação. Cada linha representa 
uma amostra cuja expressão foi quantificada 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5 - Curva de dissociação das 11 novilhas para o gene NPY.  
Eixo Y representa a primeira derivada da fluorescência durante cada 
ciclo e o Eixo X, a temperatura de dissociação. Cada linha representa 
uma amostra cuja expressão foi quantificada 
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Figura 6 - Curva de dissociação das 11 novilhas para o gene NPY-Y1. 
Eixo Y representa a primeira derivada da fluorescência durante cada 
ciclo e o Eixo X, a temperatura de dissociação. Cada linha representa 
uma amostra cuja expressão foi quantificada 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7 - Curva de dissociação das 11 novilhas para o gene NPY-Y4. 
Eixo Y representa a primeira derivada da fluorescência durante cada 
ciclo e o Eixo X, a temperatura de dissociação. Cada linha representa 
uma amostra cuja expressão foi quantificada 

 
 

 

 



 47

 

A temperatura de dissociação é aquela na qual os primers se separam do 

DNA molde e foi definida como sendo o pico da curva, o ponto mais alto do platô, a 

temperatura ideal de acordo com o fragmento amplificado detectado na 

fluorescência e assim, o ponto central foi definido como temperatura de dissociação. 

A temperatura de dissociação para todos os genes está apresentada na tabela 3. 

Os pontos de dissociação de cada curva apresentada nas figuras 

representam o sinal de fluorescência devido à amplificação de cada primer. A curva 

apresenta um único pico demonstrando que a amplificação foi específica.  

 
 

Tabela 3- Temperatura de dissociação 
 

 

Genes Temperatura de dissociação   
(ºC) 

RP-L19 
 

87,0 

SOCS 3 
 

90,0 

NPY 
 

84,0 

NPY-Y1 
 

84,0 

NPY-Y4 
 

85,0 

 
 

 
6.2.2 Curva de diluição 

 

 

Os resultados de eficiência de amplificação foram analisados como descrito 

anteriormente. Os detalhes estão sumarizados na figura 8.  

As análises de regressão revelaram valores acima de 0,96 para o coeficiente 

de determinação (R2). Desse modo, pôde-se verificar a eficiência de amplificação 

para cada primer, que foi utilizada nos cálculos de expressão relativa. 
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Figura 8 - Curvas de diluição geradas do PCR em tempo real para RP-L19, SOCS-3, 

NPY, NPY-Y1 e NPY-Y4. Os resultados das análises de regressão 
(equações e valores de R2) são mostrados à direita do gráfico 
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6.2.3 Cálculo da eficiência da amplificação dos genes 

 

 

De acordo com os resultados obtidos, a eficiência de amplificação entre os 

genes no coeficiente angular aproximou-se de 2, sendo que a eficiência ideal é =2 

(Eficiência = 2 (-1⁄ coeficiente angular da reta)). Pode-se notar que a porcentagem de 

amplificação (PA) para os genes SOCS-3, NPY e NPY-Y4 foi próximo a 1 indicando 

um resultado significativo, enquanto que para os genes RP-L19 e NPY-Y1 esta 

porcentagem foi ajustada (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Cálculo da eficiência da amplificação dos genes 

IC-95% 
Gene Coeficiente angular

Mínimo Máximo
E PA 

NPYY1 -1,43 -1,82 -1,05 1,6 0,69 

RPL19 -1,37 -1,71 -1,03 1,7 0,72 

NPY -0,99 -1,10 -874 2,0 1,00 

NPYY4 -0,96 -1,07 -0,85 2,1 1,03 

SOCS3 -1,18 -1,47 -0,89 1,8 0,84 

                 IC-95% = intervalo de confiança 

                 E = eficiência da amplificação 

                 PA = porcentagem de amplificação 

 
 
6.2.4 Quantificação da expressão gênica 

 

 

Embora a dissecação do hipotálamo foi preparada de acordo com os 

marcadores anatômicos, e não deveria haver nenhuma diferença entre os dois 

grupos de novilhas na área do cérebro que foi tirada uma amostra, decidimos 

analisar a expressão do marcador do hipotálamo, NKX2.1, também conhecido como  

TITF1. No cérebro, este gene é somente expresso no hipotálamo e não está 

envolvido em eventos reprodutivos (SUSUKI et al., 1998).  A expressão do NKX2.1 
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não teve efeito pelo tratamento a qual demonstra que não houve diferença entre os 

grupos na área do cérebro que foi tirada como amostra.    

Não houve efeito de tratamento na expressão do SOCS-3 no hipotálamo (P 

> 0,80) (Tabela 5). SOCS-3 atua como um inibidor da sinalização da leptina em 

células de mamíferos, e a administração da leptina é capaz de aumentar a 

expressão do RNAm do SOCS-3 no hipotálamo de camundongos ob⁄ob e outros 

mamíferos (BJØRBAEK et al., 1998; EYCKERMAN et al., 2000).  

 

Tabela 5 - Quantificação da expressão de genes hipotalâmicos em novilhas Nelore 

Gene Alvo 

Precoce

Alvo 

Tardio 

RPL19 

Precoce

RPL19

Tardio 

Razão E.P.M. ∆∆CT E.P.M. Valor-

P 

SOCS3 32,4 34,5 19,1 22,1 0,55 0,50 0,85 3,14 0,81 

NPY 25,2 28,8 19,1 22,1 1,60 5,27 -0,68 -2,23 0,77 

NPYY1 27,3 27,2 19,1 22,1 0,12 0,06 -3,14 1,73 0,11 

NPYY4 26,7 25,9 19,1 22,1 0,07 0,04 -3,77 1,91 0,08 

Razão = ∆CTprecoce ⁄ ∆CT não precoce 

EPM = Erro padrão da média 

∆∆CT = =∆CtRP-L19 - ∆Ctinteresse 
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Figura 9 – Razão da expressão gênica para os genes SOCS-3, NPY, NPY-Y1 e 
NPY-Y4 entre as novilhas precoces e não precoces  

 
 

Acredita-se que existe um mecanismo “feedback”, pelo qual um aumento da 

leptina induz a expressão do SOCS-3 e inibe diretamente a sinalização do receptor, 

o qual seria responsável pela criação da resistência da leptina (BJØRBAEK et al., 

1998). Pensava-se que animais bem nutridos poderiam ser resistentes a leptina 

devido a um aumento na expressão do SOCS-3 no hipotálamo e adenohipófise, 

contudo o jejum aumentou e não diminuiu a expressão do RNAm do SOCS-3 na 

adenohipófise de vacas (AMSTALDEN et al., 2005). Bjorbaek et al. (1998) 

demonstraram que a indução do SOCS-3 ocorre rapidamente, após a administração 

periférica de leptina, em regiões do hipotálamo que parecem estar envolvidas na 

regulação do peso corpóreo, e que SOCS-3 é um regulador negativo da transdução 

do sinal da leptina. Estes resultados sugerem que a expressão do SOCS-3 não está 

relacionada ao controle do eixo reprodutivo em gado, não havendo efeito de 

tratamento na expressão do SOCS-3 pelo hipotálamo. 
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Neurônios do núcleo arqueado expressam o NPY, um dos mais abundantes 

peptídeos no hipotálamo (FRIEDMAN; HALAAS, 1998; WILLIAMS et al., 2000). As 

várias funções do NPY são mediadas pela família de receptores (Y1, Y2, Y4, Y5 e 

Y6) (GEHLERT, 1999).  A sinalização do NPY no hipotálamo demonstra regular os 

efeitos da leptina na atividade reprodutiva em roedores e primatas (AUBERT et al., 

1998; SAINSBURY et al., 2002). Em ratos ob⁄ob, a ausência da inibição de leptina 

conduz a um aumento crônico na expressão de NPY pelo hipotálamo, e o tratamento 

com leptina reduz o NPY e restabelece a fertilidade (SAINSBURY et al., 2002). 

Ainda quando administrado centralmente, o NPY inibe a função sexual em roedores 

(PIERROZ et al., 1996). Baseado nestes resultados é plausível a hipótese que 

alterações na sinalização do NPY no hipotálamo poderia ser responsável pela 

maturidade sexual em novilhas.  

Pode-se notar que, de acordo com o resultado deste estudo, a expressão do 

NPY no hipotálamo não foi diferente estatisticamente entre os grupos das novilhas 

(precoce e não precoce) (P › 0,70; Tabela 5). Contudo, houve uma tendência na 

expressão do NPY-Y1 e NPY-Y4 de estar reduzida em novilhas que atingiram a 

puberdade precocemente (P = 0, 10, Tabela 5).  A expressão de NPY-Y1 foi de 8.3 

vezes menor e a expressão do NPY-Y4 foi 14.3 vezes menor em novilhas que 

atingiram a puberdade precocemente (Figura 9). Quando analisados em conjunto, 

houve uma redução de 11 vezes na expressão dos receptores de NPY em novilhas 

sexualmente precoces e este efeito foi significante estatisticamente (P = 0,03, 

Tabela 5). A média da razão entre eles foi de 0,09 indicando uma tendência 

significante entre as novilhas precoces e as não precoces sexualmente.  

A importância da sinalização do NPY-Y1 para a maturidade prolongada do 

hipotálamo pré-púbere tem sido demonstrada em modelos de camundongos 

knockout Y1-⁄- (interrupção do gene). Em animais com deficiência no receptor Y1 têm 

sido relatado um aumento nos níveis de hormônio luteinizante e no tamanho da 

vesícula seminal após 48 horas de jejum (PEDRAZZINI et al., 1998). Injeções diárias 

de leptina em ratas jovens Y1-⁄- causaram um avanço na puberdade comparado a 

ratas normais (wild-type), o que é acompanhado pelo aumento no peso do útero. 

Uma melhora na regularidade no eixo gonadotrópico foi também verificada em 

camundongos ob⁄ob mutantes knockout Y1-⁄-,sugerindo que a função permissiva da 

leptina em relação á puberdade é provavelmente mediada por NPY e pela 

sinalização do NPY-Y1 (PRALONG et al., 2002). A remoção do receptor Y4 em 
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camundongos ob⁄ob também restaura em 100% a fertilidade em camundongos 

machos e melhora em 50% a fertilidade em camundongos fêmeas knockout 

(SAINSBURY et al., 2002).  

Pralong et al. (2000) demonstraram o envolvimento do subtipo Y1 dos 

receptores de NPY na mediação do NPY no eixo gonadotrópico. Além disto, eles 

sugerem a existência de uma inibição tônica causada pelo NPY hipotalâmico 

endógeno na atividade do eixo gonadotrópico em fêmeas pré-púberes de 

camundongos. Esta segunda descoberta é inteiramente consistente com a hipótese 

de que o NPY participa no funcionamento da puberdade. 

O subtipo NPY-Y1 parece modular as ações da leptina em situações de alta 

expressão hipotalâmica do NPY. Contudo, os caminhos independentes de leptina 

envolvendo Y1 também existem para controlar a alimentação e a atividade do eixo 

reprodutivo, porque um efeito da mutação do Y1 pode ser observado em 

camundongos ob/ob. Estes resultados sugerem fortemente a existência de pelo 

menos dois diferentes tipos de caminhos mediados pelo NPY-Y1 para o controle da 

alimentação e reprodução. Alguns destes caminhos parecem ser modulados pela 

leptina e os outros parecem ser independentes da leptina (COWLEY et al., 2001). 

Estes resultados propõem que devido à baixa expressão dos receptores 

NPY, os hipotálamos de novilhas atingindo a puberdade mais precocemente podem 

ser menos sensíveis à inibição do NPY, e então atingem a puberdade com níveis 

mais baixos de leptina circulante. Assim, existem dois caminhos detectados que 

poderiam ser responsáveis pela rápida puberdade nestas novilhas: uma alta 

expressão de leptina no tecido adiposo, e uma menor expressão dos receptores do 

NPY no hipotálamo.                      
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7 CONCLUSÕES 
 

 

- Não houve correlação entre a expressão do gene NPY e SOCS-3 e a precocidade 

sexual das novilhas Nelore. 

 

- Houve uma tendência significativa de redução da expressão dos receptores de 

NPY-Y1 e NPY- Y4 (P = 0,10) no hipotálamo das novilhas precoces. 
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