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Polimorfismo do exon 20 do gene do receptor da leptina e concentrações séricas de leptina em novilhas Nelore criadas a pasto
RESUMO - As modificações fisiológicas que ocorrem na puberdade em novilhas são alvos de estudos para melhor compreender este fenômeno e identificar alternativas para se atingir maior precocidade reprodutiva. Dentre os fatores mais relevantes que influenciam a puberdade pode-se destacar a leptina e o seu receptor, por se tratar em fatores que realizam a comunicação entre o status nutricional e o eixo reprodutivo, sendo que sua participação na fisiologia reprodutiva não está completamente esclarecida. Objetivou-se com este estudo identificar a ocorrência de polimorfismos no exon 20 do receptor da leptina e relacioná-lo com as concentrações séricas de leptina e à ocorrência da puberdade em novilhas Nelore criadas a pasto. Foram acompanhadas 56 novilhas Nelore durante 17 meses no qual realizou-se a dosagem de progesterona para a determinação da ocorrência da puberdade, dosagem da leptina e sequenciamento do gene do receptor da leptina para identificação de ocorrência de polimorfismos do tipo SNP. Após a identificação da manifestação da puberdade em 37 novilhas e a associação das concentrações séricas de leptina e a ocorrência de SNPs com a ocorrência deste fenômeno fisiológico, não foi encontrada relação entre as variáveis estudadas com a manifestação da puberdade.
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ABSTRACT - The physiological changes that occur at puberty in heifers are objectives of study in order to better understand this phenomenon and to identify alternatives to achieve greater sexual precocity. Among the most important factors that influence puberty the leptin hormone and its receptor can be highlighted, as they are factors that perform communication between the nutritional status and the reproductive axis, and its participation in reproductive physiology is not fully understood. Therefore, the aim of this study was to determine the serum profile of the leptin hormone, to identify polymorphisms at exon 20 of the leptin receptor and associate them with the occurrence of puberty in heifers raised on pasture. We followed 56 heifers for 17 months and carried out the progesterone assay for determining the puberty occurrence, leptin dosage and sequencing of the leptin receptor gene for identifying the occurrence of SNP polymorphisms. After identifying the manifestation of puberty in 37 heifers and the association of serum leptin and the occurrence of SNPs with the occurrence of this physiological phenomenon, no correlation was found between variables with the onset of puberty.

Polymorphism of exon 20 of the leptin receptor gene and serum leptin concentrations of Nellore heifers raised on pasture

Keywords: Beef cattle; Bos taurus indicus; age of puberty; sexual precocity; reproduction. 
INTRODUÇÃO

O rebanho bovino brasileiro possui grandes diferenças de potencial de produção, o que representa variações de resultados entre as propriedades. Para minimizar essas diferenças e aumentar a capacidade produtiva deve-se intensificar a seleção dos animais para as características de interesse como rápido desenvolvimento, alto ganho de peso, precocidade de acabamento de carcaça e precocidade sexual. Dentre as características a ser selecionada, pode-se destacar a idade a puberdade, pois esta possibilita reduzir o tempo em que uma fêmea fica na propriedade sem produzir bezerro, diminuindo o ciclo de produção desses animais (BOLIGON et al., 2008).

A idade a puberdade é caracterizada como a perda da sensibilidade ao efeito do feedback negativo do estradiol, que resulta no aumento da secreção de hormônios gonadotróficos pelo eixo hipotalâmico-hipofisário e consequente desenvolvimento folicular, com posterior ovulação. Este evento fisiológico é influenciado por diversos fatores ambientais e genéticos, dentre estes pode-se destacar a influência da nutrição (NOGUEIRA, 2004). 

A comunicação da condição nutricional com o sistema reprodutor é descrita pela ação do hormônio leptina. Este hormônio é codificado pelo gene da leptina e se trata de um peptídeo secretado pelos adipócitos com ação na regulação do peso corporal e na ingestão de alimentos (PELLEYMOUNTER et al., 1995). A leptina é encontrada em muitas áreas do cérebro e outros tecidos, incluindo os ovários, tendo ação sobre o eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal, ao sinalizar a condição nutricional (ZIEBA et al., 2004).

Estudos em bovinos também demonstram que a expressão gênica e a concentração da leptina circulante são afetadas pelo fluxo de nutrientes em novilhas na fase de pré-puberdade (AMSTALDEN et al., 2000), indicando uma relação das concentrações circulantes desse peptídeo e da expressão do seu gene com a ocorrência da puberdade (GARCIA et al., 2002). Portanto, alterações na estrutura do gene da leptina, assim como do gene que codifica seu receptor (LepR), podem provocar alterações nas concentrações do hormônio ou na sua capacidade de atuação, influenciando na manifestação da puberdade (SU et al., 2012), podendo resultar em melhorias dos índices reprodutivos (TIAN et al., 2013), dentre outras características. 

As modificações nos genes, quando associadas a melhores índices produtivos, podem ser utilizadas como marcadores moleculares. Estes marcadores são ferramentas importantes no processo de melhoramento genético animal, por permitir a identificação precoce de animais com genes associados a características de interesse zootécnico (PFEIFER et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi identificar a ocorrência de polimorfismos no exon 20 do receptor da leptina e relacioná-lo com as concentrações séricas de leptina e a ocorrência da puberdade em novilhas Nelore criadas a pasto.

MATERIAL E MÉTODOS

O trabalho foi realizado na área experimental da XXXXXXXXXXXXX, XXXXXX. O clima na região é caracterizado como tropical-quente-subúmido com duas estações definidas: uma seca (maio a setembro) e outra chuvosa (outubro a abril) (Embrapa Cerrados – CPAC: www.agritempo.gov.br/agroclima/sumario). Foram acompanhadas 56 novilhas da raça Nelore com idade média de 16,57 ± 2,52 meses e peso médio de 227,11 ± 34,32 kg, nascidas e criadas na XXXXXXXX,XXXXXXX,XXX, durante um período de 17 meses (fevereiro de 2008 a junho de 2009). Os animais foram mantidos sob pastejo extensivo, em pastagens cultivadas de Brachiaria decumbens, com taxa de lotação de 1UA/ha, com sal mineralizado oferecido ad libitum em cochos cobertos. O manejo sanitário (desverminação e vacinação) foi realizado de acordo com o calendário profilático da região do Distrito Federal.

Dois touros com avaliação andrológica comprovada foram introduzidos no rebanho. A gestação foi condição determinante para finalização das colheitas de sangue. O diagnóstico de gestação foi realizado com auxílio de um aparelho de ultrassonografia (Aloca® 7,5 mHz).

Durante o período experimental de 17 meses e em meses intervalares, foram feitas as amostragens, sendo obtido o peso e realizado o exame de ultrassonografia para detecção de gestação, totalizando nove períodos de colheitas de cada parâmetro. Neste período coletou-se sangue para dosagem de leptina e progesterona, sendo o último, com a finalidade de determinar o intervalo de idade à puberdade. Estas últimas coletas foram realizadas em intervalos de sete dias, perfazendo quatro colheitas em cada mês de amostragem.

O sangue foi colhido por venopunção da jugular em tubos de ensaio a vácuo com heparina (Vacuntainer®). As amostras sanguíneas foram centrifugadas em temperatura ambiente a 4695 g por 10 minutos, para a obtenção de plasma e estocadas a –20ºC para posterior avaliação hormonal. Na primeira colheita do experimento, também foram obtidas amostras de sangue para extração de DNA, com tubos a vácuo contendo EDTA (Vacuntainer®) para o sequenciamento do gene do receptor da leptina.

O plasma, obtido dos tubos heparinizados, foi utilizado para quantificar a progesterona e a leptina, pela técnica de radioimunoensaio (RIA), com a utilização de reagentes comerciais (Coat-A-Count, DPC, Los Angeles, CA e Millipore, Missouri, USA, respectivamente). A dosagem de leptina foi realizada segundo metodologia descrita por Beltran & Nogueira (2010). As determinações laboratoriais foram realizadas no Laboratório de Endocrinologia da XXXXXXXXXXXXXXXXX. 

As novilhas foram consideradas púberes quando as concentrações de progesterona ultrapassaram valores de 1ng/ml (Perry et al., 1991). A definição das amostras sanguíneas para serem dosadas a progesterona sérica, utilizou-se como critério o mês do diagnóstico de gestação como a referência para o início da quantificação hormonal. Sendo assim, todas as amostras anteriores a esses momentos foram analisadas até obterem concentrações de progesterona inferiores a 1 ng/ml por quarto avaliações seguidas no mesmo mês de amostragem, permitindo a determinação do intervalo de ocorrência da puberdade.

A extração do DNA foi realizada utilizando a técnica de Salting Out, em seguida o DNA do exon 20 do gene LepR das amostras de cada animal foi amplificado por PCR utilizando os primers (Foward: 5’-CAAAACAGAAATCAATAC-3’ e Reverse: 5’-TTAAACAGTTAGGTCAC-3’), sendo os amplicons submetidos à eletroforese em gel de agarose e recortados do gel para serem purificados, utilizando o reagente comercial Wizard SV (Promega). Os amplicons purificados foram quantificados por espectrofotômetro (NanoDrop) e enviados à plataforma de sequenciamento de DNA da XXXXXXXXXXXXXX. As sequências resultantes foram alinhadas contra as sequências do gene LepR depositadas no GenBank das espécies Bos taurus (AJ580801) e Ovis Áries (U62124) utilizando o programa DNAMAN (Lynnon Corporation).
Após as dosagens hormonais e sequenciamento do DNA analisou-se as possíveis interações da ocorrência de mutação no gene do receptor da leptina com as concentrações de leptina, comparando-se todas as dosagens do hormônio dos animais que apresentaram mutação com os que não apresentaram. Já para avaliar a relação da ocorrência da puberdade com os valores de leptina e a ocorrência da mutação, as novilhas foram separadas em quatro grupos: animais púberes sem mutação, animais púberes com mutação, animais não púberes sem mutação e animais não púberes com mutação. Assim sendo para realizar as avaliações, utilizou-se para comparação todas as amostras hormonais obtidas antes e após a ocorrência da puberdade.

Os valores de concentração de leptina entre o grupo com a ocorrência de mutação e o grupo sem a ocorrência de mutação foram comparados pelo teste T. Já para a análise de frequência da ocorrência da mutação entre os animais púberes e não púberes realizou-se o teste Exato de Fisher e para a comparação entre a concentração de leptina entre os animais púberes sem mutação, animais púberes com mutação, animais não púberes sem mutação e animais não púberes com mutação utilizou-se análise de variância, sendo as diferenças entre as médias confrontadas pelo teste de Tukey. Todas as análises estatísticas foram realizadas com o auxilio do programa BioEstat 5.0, com nível de significância de 5%. 

RESULTADO E DISCUSSÃO

O intervalo de idade à puberdade neste estudo foi de 26,75 ± 2,91 a 28,70 ± 2,73 meses e peso entre 303,36 ± 24,88 a 328,92 ± 32,47 kg, o que está dentro dos valores descritos para a raça. Segundo Nogueira (2004), a idade média brasileira para a primeira concepção em bovinos de corte é de 31 meses, podendo ter variações de 16 a 40 meses dependendo das condições ambientais. Boligon et al. (2011) descreveram que a variação entre as idades de início da atividade reprodutivas para a raça Nelore pode ser resultado no manejo adotado na propriedade, bem como da variabilidade genética dos rebanhos.

A elevada idade a puberdade neste experimento, pode ser resultante da seleção da propriedade, pois a mesma busca animais com alto ganho de peso e elevado peso em idade adulta. Este manejo tem como consequência o aumento do porte dos animais quando adultos e o atraso na ocorrência da puberdade das fêmeas. Segundo Pacheco et al. (2008), a seleção de animais de grande porte pode significar a obtenção de rebanhos tardios e exigentes em termos nutricionais, sendo estes contrários a pecuária de ciclo rápido. 

Para evitar novilhas tardias, como observado neste experimento, deve-se buscar a seleção para o rápido desenvolvimento em idades jovens e início precoce da atividade reprodutiva. Baldi et al. (2008) acreditam que os animais que desenvolvem precocemente entrem em reprodução mais cedo, o que aumenta as chances de conceberem mais jovem, determinando menor idade ao primeiro parto. Além da seleção, pode-se utilizar terapias hormonais (CABRAL et al., 2013), exposição a touro em idades jovens (MENEZES et al., 2010) e alteração do manejo nutricional para que proporcionem maior disponibilidade de nutrientes ao animal em desenvolvimento (VAZ et al., 2012), estes manejos visam estimular o desenvolvimento dos animais e proporcionar a ativação o eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal, antecipando o início da atividade reprodutiva.

O peso das novilhas à puberdade no trabalho representa o intervalo de 66 a 72% do peso adulto, considerando o peso médio de 456 kg das fêmeas adultas do rebanho BRGN. Verifica-se que este valor abaixo do encontrado por Freneau et al., (2008) com valor de 85% do rebanho avaliado (450 kg). Essa variação de resultado pode ser justificada pelo manejo alimentar adotado e variação genética de cada rebanho. Propriedades que trabalham com manejo nutricional que proporciona maior desenvolvimento inicial ou com a seleção para precocidade sexual, antecipam a ocorrência da puberdade e consequentemente o início da vida reprodutiva dessas fêmeas.

Em relação às concentrações séricas de leptina, não houve diferença (p>0,05) entre os valores encontrados para o grupo de novilhas não púberes (2,14 ± 0,18 ng/ml) e púberes (2,11 ± 0,22 ng/ml). A não alteração das concentrações de leptina pode ser justificada pela baixa qualidade da dieta no período de seca. Segundo Paula et al. (2010) e Mesacasa et al. (2012), animais criados a pasto estão expostos a dietas de baixa qualidade no período de seca, devido ao amadurecimento da forragem, esta condição ambiental reduz a taxa de crescimento dos animais. Para ser observadas modificações nas concentrações de leptina sérica são necessárias grandes alterações no peso corporal dos animais, para que ocorra uma maior formação de tecido adiposo e aumento da produção deste hormônio (GARCIA et al., 2002). 

Os ganhos de peso diário dos animais foram de 0,35 ± 0,03 kg e 0,47 ± 0,15 kg, para o grupo das novilhas que não entraram em puberdade e para as que entraram, respectivamente, havendo diferença entre os mesmos (p<0,05). O maior desenvolvimento do grupo de novilhas púberes justifica a manifestação da puberdade, pois segundo Vaz et al. (2012), o rápido desenvolvimento corporal possibilita a manifestação precoce da puberdade. Porém este desenvolvimento não foi suficiente para alterar a deposição de gordura corporal e consequentemente alterar as concentrações de leptina, uma vez que estes animais estavam em desenvolvimento e na escala de crescimento, primeiro deposita-se massa muscular para depois depositar tecido adiposo, coforme descrito por Souza et al. (2012). Portanto, deve-se adotar manejos que proporcionem ganho de peso adequado, como por exemplo os que utilizam dietas de alta energia, que resultam em ganho de peso associado a deposição de gordura corporal e aumento nas concentrações de leptina sérica (SOUZA et al., 2012).

Os valores médios das concentrações de leptina dos grupos não púberes e púberes estão próximos ao descrito por Zieba et al. (2004) para novilhas submetidas a baixa disponibilidade de alimentação (2,0 ng/ml). Esta aproximação ocorre, pois os animais deste estudo estavam submetidos ao manejo extensivo de pastagem, sendo que estas fêmeas passaram por um período de baixa qualidade de forragem, fator este, que contribuiu para as baixas concentrações de leptina. Segundo Donato Junior et al. (2011) e Israel et al. (2012), a redução da leptina sérica contribuem para o atraso na ocorrência da puberdade. Portando as baixas concentrações de leptina encontradas neste estudo pode ter sido um dos fatores que contribuíram com a elevada idade à puberdade.

Neste experimento não foi observado aumento das concentrações de leptina com a aproximação da puberdade (p>0,05), sendo os valores de 2,10 ± 0,24 ng/ml e 2,12 ± 0,20 ng/ml observados nos momentos pré-puberal e puberal respectivamente. Resultados contrários foram descritos por Garcia et al. (2002) que observaram o aumento de leptina sérica com a aproximação da puberdade de 3,8 ± 0,4 ng/ml para 6,4 ± 0,4 ng/ml, fato esse também descrito por, Amstalden et al. (2000) trabalhando com novilhas na fase peripuberal, observou aumento nas concentrações séricas de leptina de 1,1 ng/ml para 1,5 ng/ml. Nestes estudos os animais estavam submetidos a dietas que proporcionavam crescimento contínuo dos animais com ganhos de peso de 1,1 ± 0,1 kg e 0,68 kg (AMSTALDEN et al., 2000; GARCIA et al., 2002), diferentemente do presente trabalho, no qual as novilhas tiveram ganho de peso de 0,47 ± 0,15 kg devido as influencias ambientais sofridas, uma vez que foram criadas a pasto. Este manejo resultou na alteração da qualidade da dieta e, consequentemente, a não modificação das concentrações de leptina com a aproximação da puberdade.

A não observação do aumento nas concentrações de leptina com aproximação da puberdade, neste experimento, sugere que este hormônio não é fator determinante para a ocorrência deste evento fisiológico. A manifestação da puberdade é decorrente de vários fatores ambientais e genéticos, que podem influenciar no padrão de secreção dos hormônios gonadotróficos e consequentemente na ocorrência da puberdade (VAZ et al., 2012; CABRAL et al., 2013;).

Ao avaliar os sequenciamentos do gene do receptor da leptina foi observado a ocorrência da mutação na posição T945M do gene, que provoca uma mudança de aminoácido na proteína LepR (C115T). Esse mesmo polimorfismo também foi descrito em vacas das raças Holandês (LIEFERS et al., 2004), Aberdeen Angus, Brangus Ibagé e Charolês (ALMEIDA et al., 2008), Slovak Spotted (TRAKOVICKÁ et al., 2011) e Nelore (NASCIEMENTO et al., 2012). Ao observar a distribuição da mutação, não foi encontrado diferença (p>0,05) entre os grupos não púberes e púberes (Tab. 1). 

Dos animais estudados, 19,64% (11 animais) apresentaram o polimorfismo C115T, alterando o aminoácido treonina para metionina e 80,35% (45 animais) não apresentaram esse polimorfismo (CC). Neste estudo não foi observado o alelo homozigoto (TT). A frequência dos genes está próximos aos valores descritos por Silva et al. (2012) e Nascimento et al. (2012) na raça Nelore, sendo os valores observados por estes autores são respectivamente: alelo CC 77,3 e 72,7%, alelo CT 21,3 e 26,6% e alelo TT 1,4 e 0,7%. As pequenas variações dos estudos citados com o presente trabalho podem ser resultantes do número de animais avaliados.

Ao comparar as concentrações de leptina das novilhas que não apresentaram mutação (2,11 ± 0,18 ng/ml) com as que apresentaram (2,17 ± 0,30 ng/ml) não foi observada diferença entre os grupos (p>0,05). E ao comparar os grupos de animais não púberes e púberes, com e sem mutação (Tabela 1), não foi observada diferença na distribuição dos animais com a mutação e nas concentrações de leptina, este resultado sugere que a mutação não possui influência nas características reprodutivas como idade a puberdade. A relação entre este polimorfismo e as concentrações de leptina foi descrita (LIEFERS et al., 2004), sendo esta associação encontrada em animais gestantes, em que os animais do genótipo CC apresentaram as maiores concentrações. Segundo estes autores essa alteração implica em ineficiência na transdução do sinal químico por uma isoforma curta com capacidade transdutora menor, comprometendo a função hormonal da leptina.

Nascimento et al. (2012) trabalhando com novilhas Nelore, obtiveram resultados semelhantes ao deste experimento. Os mesmos observaram a ocorrência da mutação T945M e não relacionaram com a precocidade sexual. Estes autores relatam que o polimorfismo encontrado pode não ter influência sobre a característica reprodutiva de idade ao primeiro parto.

Inserir aqui Tabela 1
Diferentemente do observado no experimento que não houve relação da mutação T945M com a característica produtiva idade a puberdade, Komisarek e Dorynek (2006) descrevem a relação deste polimorfismo com a melhoria de parâmetros produtivos, pois a mutação foi associada a alterações da composição química do leite em bovinos da raça Jersey, que resultou no aumento de componentes como gordura e proteína. Silva et al. (2012) também observaram a associação do polimorfismo T945M com características produtivas. Estes autores observaram que os animais com mutação apresentaram melhores escores de deposição de gordura subcutânea e maior espessura, além do melhor rendimento de carcaça. Também foi observado maior ganho de peso do desmame ao sobreano (18 meses), nos animais com o polimorfismo.

Patterson et al. (2012) descreveram a necessidade de maior compreensão do receptor da leptina com o metabolismo energético e o eixo reprodutivo, pois a longo prazo este receptor pode tornar-se um marcador molecular para características reprodutivas. Além da associação de polimorfismos no receptor da leptina com a ocorrência da puberdade, deve-se observar a relação deste gene com outras características reprodutivas, uma vez que Wang et al. (2011) descreveram a ocorrência de polimorfismo no gene do receptor da leptina com o número de crias por parto em cabras. Portanto, são necessários mais estudos para melhor compreender a relação entre o polimorfismo T945M com as ações do hormônio leptina e as características reprodutivas. 

CONCLUSÃO

No presente estudo não foi observado relação da ocorrência da mutação no gene do receptor da leptina T945M e das concentrações plasmáticas de leptina com a ocorrência da puberdade em novilhas criadas a pasto.
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TABELA 1 – Distribuição da ocorrência da mutação do exon 20 do gene do receptor da leptina na posição T945M e concentração de leptina (ng/ml) entre as novilhas Nelore não púberes e púberes criadas a pasto

	
	Ocorrência do polimorfismo
	Número de animais
	Percentagem de animais (%)
	Concentração de leptina

	Novilhas não púberes
	Presente
	3ª
	5,36
	2,20 ± 0,20ª

	
	Ausente
	16ª
	28,57
	2,13 ± 0,17ª

	Novilhas púberes
	Presente
	8ª
	14,29
	2,16 ± 0,33ª

	
	Ausente
	29ª
	51,79
	2,09 ± 0,18ª 


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