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Sonhe com aquilo que vocé quiser.

Seja 0 que vocé quer ser, porque Vocé possui apenas uma vida e nela so se
tem uma chance de fazer aquilo que se quer.

Tenha felicidade bastante para fazé-la doce.

Dificuldades para fazé-la forte.

Tristeza para fazé-la humana.

E esperanca suficiente para fazé-la feliz.

As pessoas mais felizes ndo tém as melhores coisas.

Elas sabem fazer o melhor das oportunidades que aparecem em seus
caminhos.

A felicidade aparece para aqueles que choram.

Para aqueles que se machucam.

Para aqueles que buscam e tentam sempre.

E para aqueles que reconhecem a importancia das pessoas que passam por
suas vidas.

O futuro mais brilhante é baseado num passado intensamente vivido.

Vocé so tera sucesso na vida quando perdoar os erros e as decepgbes do
passado.

A vida é curta, mas as emog0es que podemos deixar duram uma eternidade.

A vida ndo é de se brincar porque um belo dia se morre.

Clarice Lispector
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CAPITULO 1



CONSIDERACOESINICIAIS

1. Teoria Lipostatica

A teoria lipostética, descrita por KENNEDY (1953), postulou que a
reguiacdo do balanco energético € intermediada por um produto do metabolismo
energético presente na circulag@ sangliinea e que interage com receptores associados
com o sstema nervoso centra. Neste modelo, quando as reservas energéticas (tecido
adiposo) estdo elevadas, os centros da saciedade no hipotdamo sfo ativados,
provocando a reducdo na ingestdo de adimentos. Por outro lado, durante a redtricdo
dimentar ou no jgum prolongado, as reservas de tecido adiposo séo mobilizadas para
producéo de energia, ocorrendo um aumento concomitante do apetite.

Experimentos de parabiose com ratos obesos e normas evidenciaram a
exigéncia de um fator circulante snalizador (HERVEY, 1958, COLEMAN, 1973).
Mas, somente em 1994, com os recursos da biotecnologia, foi possivel caracterizar este
faor e seu gene foi clonado em ratos e em humanos (ZHANG et d., 1994). Mais tarde,
0 gene da obesidade, também conhecido como gene da leptina, foi clonado de outras
espécies como suinos (RAMSAY et a., 1998), frangos (TAOUIS et d., 1998) e bovinos
(J eta., 1998).

2. Leptina e seus receptores

O gene da obesdade se expressa nos adipdcitos, principalmente no tecido
adiposo branco, e codifica a leptingg um horménio que apresenta uma cadeia
polipeptidica inicid com 167 aminoacidos, dos quas 21 aminoé&cidos inicias
representam uma sequéncia sna que é descatada antes da proteina madura ser
secretada no sangue. A leptina madura é uma proteina monomerica de 16 kDa com duas
cigteinas formando umalligacao disulfidica intramolecular (ZHANG et d., 1994).

A leptina produzida e secretada pelas cdulas do tecido adiposo é
transportada, via corrente sangliinea, para tecidos-alvo, onde interage com receptores
celulares especificos. O receptor celular da leptina (ob-R) pertence a clase | da familia
de receptores cytokine, a qua também pertencem 0s receptores do hormoénio do

crecimento, da prolactina e da interleucina-6, entre outros. O gene ob-R tem sdo



identificado, aravés de técnicas como 0 Northern blot, hibridizacdo in situ e PCR, em
varios tecidos do organismo, inclusive no cérebro, figado, musculatura esquelética e no
proprio tecido adiposo (CEDDIA et al.,1998).

O receptor da leptina € uma proteina integral de membrana e 0 exame de
véarios tecidos tem demonstrado que 0 mesmo existe em multiplas formas, gpresentando
uma segiéncda extracdular comum e uma por¢do citoplasmédica com comprimento
vaiave. As isoformas do receptor da leptina sfo resultantes do processamento
dternativo do RNA mensageiro produzido por um Unico gene. De maneira gerd, 0s
receptores da leptina podem ser classficados em isoformas que apresentam cauda
citoplasmética curta (isoformas a, ¢, d, f) e uma Unica isoforma que gpresenta cauda
citoplasméica longa (0b-Rp). A isoforma ob-Re € composta gpenas pelo dominio
extracdular, representando uma provave forma solivel do receptor que edaria

envolvida no transporte da leptina para as regides periféricas (CEDDIA et al.,1998).

3. Acéo da leptina

Os estudos sobre os mecanismos de &&o da leptina ainda encontram-se na
fase inicid. Entretanto, os estudos redizados com seres humanos e com linhagens de
ratos obesos pb/ob) ou diabéticos @b/db), tém demonstrado o envolvimento da leptina
no controle do apetite e na modulacdo da secrecdo da insulina peo pancreas. Numa
acd0 autocring, a leptina exerce um efeto inibitério sobre a captagcdo de glicose
edimulada pela insuling, reduz a lipogénese e esimula a lipdlise no tecido adiposo. De
manera endocring, a leptina estimula a captac@ de glicose e a sintese de glicogénio
pelas cdulas do tecido muscular, dém de acderar a taxa de oxidacéo de acidos graxos
nestetecido (Figural) (CEDDIA et al.,1998).

Além dos mecanismos periféricos, acredita-se que a &80 da leptina sobre a
ingestd0 e 0 metabolismo energético sgja mediada via sstema nervoso central, através
da inibicdo da sintese e da secrecdo do neuropeptideo-Y (NPY). Como o NPY edtimula
a ingestdo e diminui a termogénese de gordura marrom, dém de estar relacionado com
0 aumento dos nivels plasméticos de insulina e de corticogterdides, acredita-se que o
mesmo sSrva como mediador em adgumas agdes da leptina no hipotdamo (HOSSNER,
1998). O aumento dos niveis de leptina, devido a grande quantidede de gordura



depositada, diminui a expressdo do NPY. Dessa forma, 0 sstema nervoso smpético é
ativado e a producdo de calor no tecido adiposo marrom é estimulada resultando em
aumento no gasto de energia corpora e perdade peso (XIE et d., 1999).

Modulag&o da secrecéo deinsulina
Redugdo do contetido de triglicerideos

PANCREAS

]

|

|

|

v Aumenta captagdo de glicose,
Insulina sintese de glicogénio e oxidadacao

dos &cidos graxos
LEPTINA

/\.

ADIPOCITO

Diminui captagdo glicose estimulada por insulina e alipogénese

Aumentalipdlise

A Estimulo, —p-Efeito, --pSecrecio

Figural. Efeito daleptinanos adipdcitos, no pancreas e no masculo esquelético.
(CEDDIA et a., 1998)

Os nivels plasméticos de leptina podem ser regulados aravés de efeitos
sobre 0s mecanismos de transcricdo do seu gene e, ou de sintese da proteina. As
proteinas de ligagd intensficadorasCAAT est@0 reacionadas com a regulacdo da
transcricdo do gene. Outros fatores como os glicocorticdides, a insuling, a AMPc e os
receptores b-adrenérgicos também estdo associados com a regulacdo da expressdo da
leptina. Acredita-se que a insulina tem efeito tanto sobre a expressfo quanto sobre a
secrec8o da leptina Parece que a insulina e a leptina fazem parte de uma dga de
retrodimentacdo, enquanto a insulina estimula a secrecéo da leptina a leptina circulante
inibe a produgéo de insulina (XIE et al., 1999).

Analisando os resultados dos estudos de expressdo génica in vivo e in vitro



combinados com os efeitos observados na redtricdo dimentar e na redimentacéo,
CHILLIARD et d. (2001) sugeriram que a leptina dém de evitar a deposicéo excessiva
de gordura corporal, parece ter um papel importante durante a adaptacéo dos animais a
restricdo dimentar. O rpido decrécimo nos niveis plasmaticos da leptina em animas
sob restricdo dimentar pode sr um sna para edimular a inget@ na Stuacdo de
redimentad0 e aumentar a secrecd de glicocorticoides, diminuir a atividade da
tiredide, 0 gasto energético e a sintese protéica, dém de bloquear a reproducdo (Figura
2).

Paa o mehor entendimento da regulagédo da leptina em ruminantes,
CHILLIARD et d. (2001) resumiram como a secrecdo da leptina é dterada através de
fatores fidoldgicos, nutricionais e enddcrinos. Bascamente, a sintese da leptina em
ruminantes é incrementada em longo prazo com o0 aumento da camada de gordura no
corpo (tamanho e, ou nimero de adipdcitos). O fotoperiodo (no caso de ovinos) e o
nivel nutricional afetam a expressio da leptina em médio prazo. Em curto prazo (apds a
refeicdn), a regulacdo da sintese e secrecdo da leptina € mas complexa e envolve
interacbes entre os metabdlitos no sangue (glicose, é&cidos graxos ndo esterificados,
corpos cetbnicos, etc.) e os horménios (insuling, GH, catecolaminas, glicocorticdides ou
Sgtema nervoso S mpético).

Restri¢céo Alimentar N Leptina \

l Adaptacéo
/ Metabdlica

Cortisol -

Re-alimentacéo
\ y
Leptina -

Insulina -

A 4
Cortisol Novo
Insulina — > Eauilibrio

Figura2. Rdac&o entre a leptina plasmética, o cortisol e a insulina durante a restricéo
dimentar e aredimentacéo em ruminantes (CHILLIARD et d.,2001).




4. Expressao da leptina

COLLINS et d. (1996) sugeriram que o tamanho dos adipdcitos pode ser o
principd determinante da expressio do RNAmM da leptina Além do tamanho dos
adipocitos brancos, que reflete a quantidede de gordura armazenada, a insulina também
deve ter importancia sobre a quantidade de leptina secretada (XIE et a., 1999). Outros
fatores como sexo, idade, dieta e jegum parecem edtar relacionados com expresséo do
gene da obesidade. Em bovinos, TSUCHIYA et a. (1998) observaram que os niveis de
RNAmM da leptina no tecido adiposo diminuiram sgnificativamente apés dois dias de
restricéo aimentar e voltaram parciamente ao normal apds trés horas de realimentac&o.

Os estudos de expressdo do gene da leptina em ruminantes b se iniciaram a
partir de 1997 apos a caracterizacdo do RNAm (TELLAM, 1995) e do gene (TELLAM,
1996) da leptina bovina. Devido a0 seu baixo nivel de expresso, os estudos sobre a
vaiacdo na quantidade de RNAm da leptina no tecido adiposo de ruminantes ndo séo
facels de serem conduzidos peo método de Northern-blot com o RNA totd. Os
primeiros resultados foram obtidos em bovinos através do Northern-blot com 0 RNAmM
obtido em coluna de Poli A+ ou em ensaios de protecéo a ribonuclease (JI et d., 1998;
TSUCHIYA et dl., 1998).

Quanto ao loca de expressdo, sabe-se que o tecido adiposo € o principa
local de sintese e secrecdo da leptina em bovinos, porém o gene da leptina também se
expressa em outros tecidos como nos placent&ios e fetais, na glandula mamaria, no
estbmago, musculos, tecido adiposo marrom, entre outros (CHILLIARD et d., 2001).
Considerando-se apenas o tecido adiposo de bovinos, J et d. (1998) ndo observaram
diferencas nos padrdes de expressio do gene da leptina entre os tecidos adiposos
omental, perirend ou subcuténeo. Porém, em outro estudo, observou-se que este gene
expressou-se intensamente no tecido adiposo perirend, moderadamente nos tecidos
adiposos abdomind e subcuténeo; e em menor quantidade na gordura intramuscular
(KIM et a., 2000).

A andlise da expressio do gene da leptina no tecido adiposo de bovinos pelo
método de protecdo a ribonuclease foi estudada por TSUCHIYA et a. (1998), os quais
observaram que bovinos em jgum por 48 horas gpresentaram nivels de RNAmM da
leptina no tecido adiposo subcuténeo dgnificativamente menores (47%) em rdacdo



aqueles que edavam sendo bem dimentados. Com redimentacdo de apenas trés horas,
eses niveis aumentaram em 67%. Edtes resultados mostraram que a dimentac@o afeta
0s nivels de expressio do gene da leptina em ruminantes.

Além da dimentacdp, exitem os fatores hormonais que interferem na
expressdo do RNAm do gene ob. Estudos recentes vém demonstrando que o tratamento
com injegBes intravenosas de GH e NPY pode aumentar a sintese de lepting, a qua
produz um mecanismo de retrodimentacdo sobre seu receptor no cérebro, diminuindo a
secrecdo desses hormdnios na circulacdo periférica (CHILLIARD et d., 2001).

Como injecdes intravenosas de NPY aumentaram os niveis de RNAm da
leptina e do receptor do NPY — Y1 no tecido adiposo subcutaneo de ovinos (DYER et
a., 1997), acreditase que exise uma dca de retrodimentagd negdiva (efeto
inibitorio da leptina sobre a secrecéo de NPY) no cérebro de ovinos (HENRY et 4.,
1999).

O tratamento de bovinos em crescimento com horménio do crescimento
(GH) aumentou os nivels de RNAm da leptina e do IGF-1 no tecido adiposo, com
smultaneo aumento da insulina plasmaica (HOUSEKNECHT et d., 2000). Embora
tenha sdo observado in vitro que a leptina diminui a expresséo do GHRH (e,
consequentemente, a secrecdo de GH) em céulas da pituitaria de ovinos (ROH e 4.,
1998), acredita-se que in vivo o efeito do GH sobre a secrec@o da leptina sga parte de
um mecanismo de retrodimentagdo. NAGATANI et a. (2000) demonstraram, em
ovinos sob restricdo dimentar, que aleptina aumenta os niveis plasméticos de GH.

Com relagd aos glicocorticbides e a insulina, HOUSEKNECHT et 4.
(1998) verificaram que estes aumentam a expressdo da leptina no tecido adiposo de
ratos. Em bovinos, a expressdo in vitro do RNAm da leptina do tecido adiposo
aumentou com a adicdo da insulina eou da dexametasona (glicocorticdide sintético) e
estes efeitos foram atenuados com a adicdo smulténea do GH (HOUSEKNECHT et d.,
2000). Isto sugere que estes hormdnios agem por mecanismos diferentes (CHILLIARD
et a., 2001).

A rdacdo da leptina com a puberdade de novilhas mesticas de ragas leiteiras
foi verficada por GARCIA e d. (2002) em um experimento onde tanto a leptina
circulante quanto a expresséo do gene da leptina aumentaram dgnificativamente com a

goroximacéo da puberdade, embora os valores observados para estas duas variaveis ndo



terem sdo corrdacionados. Ainda nesse estudo, aumentos no peso vivo corpora e na
concentragdo de IGF-1 no soro dessas fémess foram associados aos nivels de leptina no
SOro e com a expressao génica.

Pdla técnica de radioimunensaio utilizando kit multi-species, varios estudos
foram redizados para monitorar a leptina plasmética em ruminantes, sendo que etta foi
positivamente associada com a espessura de gordura no musculo longissimus, com o
grau de marmorizagd em bovinos de corte (MINTON et a., 1998; TOKUDA et 4.,
1999) e com a gordura corpora da carcaca de novilhos na fase de crescimento
(EHRHARDT et al., 2000). BEn bovinos da raca Japanese Black no periodo de 10 a 27
meses de idade, KAWAKITA e d. (2001) verificaram que a leptina plasmética
aumenta sgnificativamente com a idade; e que a espessura de gordura na carcaca na
ocasdo do abate foi postivamente associada com a taxa de aumento da leptina no
plasma, principadmente entre 11 e 14 meses de idade. No entanto, o coeficiente de
cordlacdo entre estes parametros foi relativamente baixo, indicando que os nives
plasméticos de leptina N80 devem ser utilizados para predizer o acimulo de gordura na
carcaca de bovinos Japanese Black. Em estudo mais recente, DELAVAUD et d. (2002)
observaram, em vacas holandesas, que os niveis da leptina plasmética e o tamanho dos
adipdcitos gpresentaram uma relag@o curvilinea e que 4 horas gpds a dimentacdo a
concentracdo da leptina no plasma goresenta corrdlacd positiva com 0 nive
nutriciond.

5. Gene da obesidade ou da leptina

O gene da leptina bovina € composto de trés exons e dois introns
correspondendo em torno de 18,9 kb do genoma O primeiro e 0 segundo intron tém
cerca de 14 e 1,7 kb, respectivamente. A organizacdo exon-intron desse gene € muito
conservada entre camundongos, humanos e bovinos. A regido 5ndo traduzida de
agproximadamente 3 kb apresenta sitios para as proteinas intensficadoras CCAAT
(C/EBP), Sp1 e TATA, mas ainda ndo foi completamente sequenciada (TANIGUCHI et
al., 2002).

Avdiando a expressio da leptina no tecido adiposo e a natureza da

expressdo tecido-dependente em bovinos, J et a. (1998) observaram que o gene da



obesidade e a leptina de bovinos apresentaram, respectivamente, 87 e 100% de
smilaridade com os genes e a leptina de humanos e ratos. Além disso, também notaram
gue o gene da obesidade em bovinos é expresso em um RNAM com 3090 nucleotideos,
o qua foi detectado em tecido adiposo, mas ndo foi encontrado no cérebro ou em outros
tecidos.

MutacOes nos genes que codificam a leptina ou seus receptores sfo
responsivels por obesdade, infertilidade e ressténcia a insulina em roedores e humanos
(HOUSEKNECHT e PORTOCARRERO, 1998). Uma mutacdo na regido codificadora
do gene da obesidade foi detectada em ratos ob/ob, a qua é responsavel pela produgéo
de uma molécula inativa que leva a obesidade seguida de diabetes tipo 1l (ZHANG et
a., 1994). Ratos diabéticos mutantes db/db apresentam obesidade semelhante a de ratos
ob/ob, porém o nivel de leptina observada na circulagéo de ratos db/db foi bem devado
em comparag8 com raos magros normais. Como injegBes intraperitoniais didrias de
leptina recombinante reduziram em 30% 0 peso corporal de ratos ob/ob, apds duas
semanas de tratamento, mas ndo tiveram efeito em ratos db/db, HALAAS et al. (1995)
concluiram que ratos db/db sfo resigtentes a leptina. Segundo HOUSEKNECHT et 4.
(1998), a redsténcia a leptina pde estar relacionada a falhas na expressdo do receptor
ou na sequiéncia de eventos de sindizag&o no cérebro.

A asociacdo de polimorfismos e, ou do padréo de expressio do gene da
obesidade com caracteristicas de producéo € de grande importancia para os pogramas
de melhoramento genético. Em suinos, foi detectado polimorfismo no gene do receptor
da leptina (VICENT, 1997) e ROBERT et d. (1998) observaram que os polimorfismos
no gene da obesidade estavam associados com animais magros e que nivels eevados ce
RNAmM da leptina foram correlacionados com maior espessura de gordura subcutanea
HARDGE e d. (1998) observaram corrdacéo edatidicamente dgnificativa entre o
polimorfismo detectado por RFLP (Polimorfismos no Comprimento de Fragmentos de
Redricd0) com a enzima de redricdo Hinfl no gene da leptina com a rdacéo
carnegordura e, também, com a espessura de gordura em uma populagéo de 560 suinos.

Em bovinos, foram detectados polimorfismos no gene da obesdade (POMP
et a., 1997; WILKINS e DAVEY, 1997, HTZSIMMONS €t a., 1998; KONFORTOV
et a., 1999; HAEGEMAN et d., 2000), os quais foram associados a deposicdo de
gordura na carcaca de bovinos de corte (FITZSIMMONS et a., 1998 e BUCHANAN et
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a., 2002) e com caracteristicas de balanco energético, producéo de leite, peso vivo e
fertilidade em gado leitdro (LIEFERS et d., 2002). TESSANNE et d. (1999)
invesigram a rdacdo entre os gendtipos para dois microsatdites polimorficos
(WILKINS e DAVEY, 1997 e STONE et d., 1996) e dois RFLPs (LIEN et a., 1997)
com caracteristicas de carcaga e 0 encontraram efeito sgnificativo entre 0 microsadite
polimorfico descoberto por WILKINS e DAVEY (1997) e a &ea de olho-de-lombo em
um grupo de 137 bovinos daraga Angus.

No estudo de BUCHANAN et a. (2002) uma trandcdo de citosna por
timina no exon 2 do gene da leptina bovina, responsvel pela mudanca de arginina por
cigeina na sequéncia de aminoé&cidos foi observada e a freqliéncia do ddo T foi
associada com carcagas mais gordas, com maior expressio génica da leptina e com as
racas briténicas (Angus e Hereford). Por outro lado, a freqliéncia do adelo C foi
associada com carcagas mais magras, com menor nivel de expressdo do gene e com
racas continentais (Charolés e Smenta).

O capitulo 2, intitulado Polimorfismos no Gene da Obesidade (L eptina)
de Bovinos de Corte Terminados no Sistema Superprecoce, teve como objetivos
identificar a exigéncia de polimorfismos pelas técnicas de SSCP e RFLP no gene da
obesidade e associa-los as caracteristicas de area-de-olho-de-lombo (AOL) e espessura
de gordura subcutanea (EGS) na carcaca de bovinos de corte pertencentes a trés grupos
genéticos e submetidos ao sistema superprecoce.

O capitulo 3, intitulado Padrdo de Expressdo do Gene da Obesidade
(Leptina) no Tecido Adiposo de Bovinos Super precoces, teve 0 objetivo de avdiar a
expressdo do gene da obesidade no tecido adiposo subcutaneo e relaciond-la com
caracteristicas de area-de-dho-de-lombo (AOL) e espessura de gordura subcutanea
(EGS) na carcaca de bovinos de corte pertencentes a trés grupos genéticos e submetidos
a0 Sstema superprecoce.

Ambos trabahos foram apresentados de acordo com as normas da Revista
Brasleirade Zootecnia
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CAPITULO 2

POLIMORFISMOSNO GENE DA OBESIDADE (LEPTINA) EM DIFERENTES
GRUPOS GENETICOS DE BOVINOS DE CORTE TERMINADOSNO
SISTEMA SUPERPRECOCE
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Polimorfismos no Gene da Obesidade (L eptina) em Diferentes Grupos Genéticos
de Bovinos de Corte Terminados no Sistema Super precoce

RESUMO - Ede estudo foi conduzido com novilhos pertencentes a diferentes
grupos genéticos, Angus X Nelore (n=31), Simental x Nelore (n=30) e Canchim (n=30),
objetivando identificar SSCPs (Polimorfismos de Conformagdo de Cadeia Simples) e
RFLP (Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Redtricdo) no gene da
obesdade e reacionar polimorfismos com a &ea-de-olho-de-lombo (AOL) e a
espessura de gordura subcuténea (EGS) na carcaga. Cinco pares de oligonucleotideos
iniciadores foram desenhados com base na sequéncia do gene da leptina bovina
depositada no Genbank (U50365), para a amplificacdo por PCR (Reagc& em Cadeia da
Polimerase) de fragmentos a partir do DNA gendmico extraido dos leucocitos. Os
fragmentos LEPT1, LEPT2, LEPT3 e LEPT7 foram submetidos a eetroforese em gés
de poliacrilamida para identificagdo dos SSCPs. O fragmento LEPT4 foi digerido com a
enzima de redtricdo Sau3Al para deteccdo do RFLP. Os fragmentos LEPT1, LEPT2 e
LEPT7 agpresentaram sete, quatro e cinco padrdes diferentes de  migracéo,
respectivamente, enquanto o fragmento LEPT3 apresentou padréo monomorfico. O
gendtipo LEPT7-A foi rdacionado a maior AOL (P<0,05), sendo que este gendtipo foi
mais freqiente no grupo Simenta X Nelore, 0 qua também apresentou menor EGS
(P<0,05) em relacéd aos animais Angus X Neore. As frequéncias do delo A e do
gendtipo homozigoto AA do RFLP foram as maiores nas trés populacfes estudadas,
com vaores de 90, 93 e 80%; e de 84, 87 e 68% para Angus X Neore, Canchim e
Simental X Nelore, respectivamente. Polimorfismos no exon 3 do gene da obesidade séo
potencials candidatos para serem utilizados como marcadores moleculares para

caracterigticas de carcaga nos programas de melhoramento genético de bovinos de corte.

Pdavras-chave: Leptina, Gado de Corte, Polimorfismos, RFLP e SSCP
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Obese (L eptin) Gene Polymor phisms of Different Genetic Groups of Beef Cattle
Finished in a Brazilian Early Cattle System

ABSTRACT - This study was carried out with Angus X Nelore (n=31), Smentd
X Nelore (n=30) and Canchim (n=30) in order to identify SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism) and RFLP (Redriction Fragment Length Polymorphism)
within obese (leptin) gene and to rdate these polymorphisms with carcass's ribeye area
(REA) and subcutaneous fat layer (SFL). Based on bovine leptin gene sequence
(Genbank acesson number: U50365), five primers were designed for PCR (Polymerase
Chan Reection) amplification of fragments usng genomic DNA extracted from
leukocyte. LEPT1, LEPT2, LEPT3 and LEPT7 fragments were eetrophoresed through
polyacrilamide gel for SSCPs identification. LEPT4 was digested with Sau3Al for
RFLP detection. LEPT1, LEPT2 and LEPT7 fragments showed seven, four and five
migration patterns, respectively, while LEPT3 showed monomorphic pattern. LEPT7-A
genotype was associated with higher REA (P<0.05), and this genotype was more
frequent within Smmenta x Nelore group, which had lesser SFL (P<0.05) in relation to
Angus X Nelore. In LEPT4-RFLP, the frequencies of A dlde and AA genotype were
higher within three studied populations, their values were 90, 93 and 80%; and 84, 87
and 68% for Angus X Nelore, Canchim and Simentd x Neore, respectivey.
Polymorphisms within exon 3 of obese gene are potentid candidates for usng as

molecular markers of carcasstraitsin beef cattle breed improvement programs.

Key-words: Beef Cattle, Leptin, Polymorphisms, RFLP and SSCP
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Introducao

Na bovinocultura de corte, a redugéo dos custos de produgcdo vem sendo
dcancada aravés da diminuicdo da idade ap abate dos animais. Neste contexto,
definemse como bovinos superprecoces aqueles que apds 0 desmame S0 terminados
em regime de confinamento e abatidos artes dos 15 meses de idade (SILVEIRA, 2001).
Para colocar em prética este conceito, dém de medidas de mangjo adequadas, faz-se
necessrio a escolha de animais mas precoces e com potencid genético para
teeminagdo de carcagca num curto espaco de tempo, 0 que depende da velocidade de
desenvolvimento muscular e deposicéo de gordura na carcaca.

Como a precocidade € um exemplo de caracterigtica quantitativa, cuja
manifetacdo depende da acdo conjunta de vaios genes, a sua manipulacdo em
programas de melhoramento genético animad é mais complexa e onerosa. No entanto,
com o advento das técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel ndo sb o estudo
mas detdhado de genes envolvidos com carecteridticas quantitativas, mas também
permitiu que a maor eficacia dos programas de mehoramento genético possa ser
acancada através da selecéo de animais com 0 uso de marcadores moleculares. A busca
por estes marcadores basda-se primariamente em andises de polimorfismos locdizados
em genes edruturas, responsavels por manifetacbes de caracteriticas de importancia
econdmica.

O gene da obesidade, clonado de ratos em 1994 (ZHANG et al., 1994), é
reqponsvel pela sintese da lepting, um hormdnio envolvido com 0s mecanismos que
regulam a ingestdo e o0 metabolismo energético, prevenindo a deposicdo excessiva de
gordura corpora (CHILLIARD et d., 1998). Em bovinos, este gene gpresenta-se com
gproximadamente 189 kb, locadiza-se no cromossomo quatro (POMP et d., 1997) e é
composto por trés exons que perfazem aproximadamente 3,2 kb e dois introns que
somados representam 15,7 kb. A transcricdo desse gene resulta em RNAm de 3.090 nt
(Jd et d., 1998), o qua codifica uma cadeia polipeptidica com 167 aminoécidos, dos
quais 21 amino&cidos inicias representam uma sequéncia snd que é descartada antes
da proteina madura de 16 kDa ser secretada no sangue (ZHANG et a., 1994). A
organizacdo exon-intron desse gene € muito conservada entre camundongos, humanos e
bovinos. A regido 5 ndo traduzida de aproximadamente 3 kb gpresenta sitios para as
proteinas intensificadoras CCAAT (C/EBP), Sp1 e TATA box, indicando que esse gene
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eda sujeito aregulacao por fatores de transcricdo (TANIGUCHI et d., 2002).

Polimorfismos no gene da obesidade bovino foram detectados (STONE et
a., 1996; LIEN et d., 1997, POMP et a. 1997, WILKINS e DAVEY, 1997,
FITZSIMMONS et a., 1998; KONFORTOV et a., 1999; HAEGEMAN et al., 2000) e
associados a deposicdo de gordura na carcaca de bovinos de corte (FITZSIMMONS et
al., 1998, BUCHANAN et a., 2002) e com caracteristicas de badanco energético,
producéo de leite, peso vivo e fertilidade em gado leiteiro (LIEFERS et d., 2002).

TESSANNE et d. (1999) genotiparam 137 bovinos da raca Angus para dois
microsatdites polimorficos (WILKINS e DAVEY, 1997 €) e dois RFLPs (LIEN et 4.,
1997) e invedigaram a relacdo entre 0s genotipos e as caracteristicas de carcaca,
encontrando  efeito  dgnificativo entre o microsatdite  polimorfico  descoberto  por
WILKINS e DAVEY (1997) e a &ea de olho-de-lombo.

Sendo assm, este estudo teve por objetivos identificar a exigéncia de
polimorfismos pelas técnicas de SSCP e RFLP no gene da obesdade de bovinos de
corte pertencentes a trés grupos genéticos e associa-los com a area-de-oho-de-lombo
(AOL) e a espessura de gordura subcuténea (EGS) na carcaca de animais submetidos ao

Sistema superprecoce.

Material e M étodos

O confinamento no sstema superprecoce teve a duragdo de quatro meses,
que compreendeu o periodo de outubro de 2000 a fevereiro de 2001. Para tanto,
utilizaramse bezerros machos, mesticos, pertencentes a trés grupos genéticos Angus X
Nelore (n=31), Smentd x Nelore (n=30) e Canchim (n=30), desmamados em média
com sete meses de idade e dimentados com dieta a base feno de brachiaria, fardlo de
s0ja,  milho moido, suplemento vitaminico e minerd, Rumensn, com reacdo
volumoso:.concentrado de 2575 (na fase de crecimento) e 1585 (na fase de
terminacgéo).

Os animais foram digtribuidos em nimero de cinco por baia, em gapéo
experimental  congtruido numa éea petencente a0 Departamento de Mehoramento
Genético e Nutricdo Anima da Faculdade de Medicina Veterindia e Zootecnia
(FMVZ), UNESP, Botucatu (SP).
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A avdiagd das caracterigticas de carcaca foi feita com os animais em jgum
de no minimo 12 horas e redizada por ocasido do abate, quando as médias da idade (em
dias) e do peso vivo (em kg) dos animais foram de 573 e 443, 641 e 430 e 446 e 477,
para os grupos Angus X Neore, Smentd x Nelore e Canchim, respectivamente. Para
tanto, mediu-se a &rea de seccdo do musculo longissimus (area-de-olho-de-lombo ou
AOL) e a espessura de gordura subcutanea (EGS) do mesmo a partir de imagens obtidas
entre a 122 e a 132 costedla dos animais experimentais, conforme técnica descrita por
PERKINS et d. (1992) modificada por GRESHAM (1998), utilizando um aparelho de
ultra-sonogrefia veterinaria PIE MEDICAL - Scanner 200, com uma sonda linear de
17,2 cm e 3,5 MHz (Sector Curved Array Scanner, modelo 51B04UMO02). As imagens
foram andisadas em softwar es especificos para o aparelho (PIE MEDICAL, Inc.).

Amodtras de agproximadamente 50 ml de sangue foram colhidas por anima
utilizando-se tubos a vécuo com EDTA. O sangue foi homogeneizado por inverséo e
centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos para a separacéo da camada de leucdcitos, a
qua foi coletada e armazenada a -20°C até o momento da extrag&o do DNA.

As andises laboratoriais foram redizadas no Laboratério de Bioquimica e
Biologia Molecular da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindias (FCAV), UNESP,
Jaboticabal (SP).

O DNA genbmico foi extraido da camada de leucdcitos conforme o
protocolo descrito por MIRETTI (1998), que consste na remogéo dos eritrocitos por
sucessivas lavagens com tampao contendo o0 detergente Nonidet P40, com subsequliente
lise e precipitagdo das proteinas dos leuctcitos utilizando-se tamp&o de lavagem com
elevada concentracdo sdina e poderior utilizacdo de SDS. A precipitacédo do DNA foi
redizada em 20 mL de etanol absoluto, na presenca de solugéo saturada de NaCl (6
M). Apés a retirada do sa, por lavagem com 1mL de etanol 70%, o DNA foi dissolvido
em tampéo TrissEDTA (10:1) e estocado a 4°C. As concentragcbes de DNA foram
estimadas a partir da leitura em espectrofotdmetro a 260 nm (Beckman — DUO 640 —
Nucleic Acid and Protein Andyser) e a pureza verificada medindo-se também a
absorbanciaa 280 nm.

Foram desenhados cinco pares de oligonucleotideos iniciadores (primers)
com o intuito de amplificar a maior regido possivel da seqiiéncia do gene da obesidade

bovino depositada no Genbank (AC: U50365). As sequéncias e as posicies desses
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primers, com o nome e o tamanho do fragmento amplificado, em pares de bases (pb),
estdo gpresentados na Tabela 1. Na Figura 1 esta esquematizado o gene ob (lepting)
bovino baseado na seqiéncia depositada no Genbank e nas informagbes de
TANIGUCHI e d. (2002), com as posicdes dos exons e introns, bem como os
fragmentos amplificados e a posicéo do sitio de restricdo da enzima Sau3Al.

Tabdal Sequéncias e posicdes dos pares de oligonucleotideos iniciadores (primers)
com 0s respectivos nomes e tamanhos, em pares de bases (pb), dos
fragmentos do gene da obesidade bovino (U50365) amplificados por PCR.

Table 1. Primers sequences and positions with the PCR- fragment’ s name and size (in base pair) of obese

gene ( U50365).

Fragmento Sequiéncia dos oligonuclectideos iniciadores Posicdo | Tamanho (pb)
Fragment Primers Sequence Position Length (bp)
5-TCCGTTGTTCACTGTGGCATC- 3 425
LEPT 1 469
5-AGAGGTGCGGCGGAATCAAG- 3 894
5-TTGATTCCGCCGCACCTCTC- 3 875
LEPT 2 540
5-AGGCAGGAGGCAAGGGAAGTAG- 3 1415
5 -TTGCCTCCTGCCTTCTCACTC- 3 1402
LEPT 3 644
5 -CCTGGTGGCTCAGACGGTAAA- 3 2046
5-TCTTTACCGTCTGAGCCACCA- 3 2023
LEPT 4 482
5-GCCACCCACAGCAATCAATC- 3 2505
5-GGAAGGGCAGAAAGATAGGAGC- 3 2803
LEPT 7 689
5 —~AGGAGGAGCGAGAGAGAAATGGC- 3 | 3492

As reacOes de amplificagcd foram redizadas num volume find de 30 pL,
contendo 160 ng de DNA, 0,75 UM de cada primer, tampédo de PCR 1X (10 mM Tris-
HCl pH 9,0; 1,5 mM MgCI2 e 50 mM KCl), 250 uM de dNTP, 0,5U de enzima Taq
DNA polimerase, em termociclador. O programa de amplificacd consistiu de um ciclo
para desnaturagcdo inicid a 96°C por 120 segundos, seguido de 35 ciclos para
desnaturacdo a 96°C por 30 segundos, anelamento dos primers a X °C por 80 segundos,
e extensio a 72°C por 60 segundos, finalizando com um ciclo de 72°C por 5 minutos,
onde X variou de acordo com o par de primers utilizado: LEPT 1, LEPT 2 e LEPT 3 =
67°C, LEPT 4=66°C e LEPT 7 =68 °C.
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Sau3A |
E2 2363 E3
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425 LEPT1 :8A4

875 LEPT2 1402

1415 LEPT3 (2046

2023 LEPT4 2505

2803 LEPT7 3492

Figural. Mapa do gene ob (leptind), baseado na sequéncia depositada no Genbank
(AC: US0365) e nas informagbes de TANIGUCHI et a. (2002), com as
posicbes dos primers, os nomes dos fragmentos amplificados e o sitio da
enzima de restricdo Sau3Al (E=exon, I=intron).

Figurel Leptin (ob) gene map, based on Genbank sequence (AC: U50365) and TANIGUCHI et al.

(2002) information, showing primers positions, fragment’s names and Sau3ALl site.

Os fragmentos LEPT 1, LEPT 2, LEPT 3 e LEPT7 foram andisados através
da técnica de SSCP (Polimorfismo de Conformacdo de Cadeia Simples). Para tanto,
diquotas de 2 a 5 nL do fragmento amplificado por PCR foram diluidas, para um
volume find de 10 ni, em tamp& de corrida para SSCP. Em seguida, foram
desnaturadas a 96°C por 6 minutos, incubadas no gelo por igud intervao de tempo,
aplicadas em gd de poliacrilamida (acrilamidacbis-acrilamida 49:1) 15% sob condi¢des
ndo desnaturantes e submetidas a eetroforese (100 V) por 13 (LEPT 1), 15 (LEPT 2) e
20 (LEPT 3) horas. O fragmento LEPT 7 foi separado em gel de poliacrilamida
(acrilamidacbis-acrilamida 49:1) 10%, a 100V por 24 horas. Apos a eletroforese, os géis
foram corados com nitrato de prata (BASSAM et a., 1991) para visudizacdo das
bandas.

A técnica de RFLP (Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de
Restricao) foi aplicada ao fragmento LEPT 4, o qua bi digerido a 37 °C por 2,5 horas
com a enzima de redricdo Sau3Al (Q.Biogene), para deteccdo do polimorfismo
descrito por POMP et a. (1997). Para tanto, utilizorse 10 nL. de amostra do fragmento
amplificado por PCR, 1/10 do volume de tamp&o de reacéo e 3 U de enzima, para
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volume find de reecdo de 20 ni. Os produtos da digestdo foram separados por
eletroforese (100 V por 2 horas) em géis de agarose 1,8%, corados com brometo de
etideo, visudizados em transluminador de luz ultravioleta e fotografados para
identificacé dos tamanhos dos fragmentos resultantes, comparando-se com padréo de
peso molecular de 100 pares de bases (Gibco, BRL).

As fregliéncias genotipicas do RFLP observado no fragmento LEPT4 foram
estimadas conforme o procedimento descrito por WER (1990) e o equilibrio de Hardy-
Waeinberg foi verificado pelo teste do Qui-quadrado (c?).

Os efeitos das racas e das freqiéncias dos polimorfismos observados no
gene da leptina sobre a aeade-dho-de-lombo (AOL) e espessura de gordura
subcutanea (EGS) foram andisados pelo teste de comparacé mlltipla de Tukey-
Kramer utilizando o procedimento GLM (General Linear Models) do SAS (1993).

Resultados e Discussao

Os resultados das imagens obtidas por ultrasonagrafia revelaram que néo
houve diferenga dgnificativa (P>0,05) entre os animais experimentais pertencentes aos
diferentes grupos genéticos quanto a aea-de-oho-de-lombo (AOL), sendo que os
vaores médios obtidos para Angus X Neore (n=31), Smentad X Neore (n=30) e
Canchim (n=30) foram: 7387, 73,25 e 73,25 cn¥, respectivamente. Com relacdo a
egpessura de gordura subcuténea (EGS), os animais Angus X Nelore depostaram
sgnificativamente (P<0,05) mais gordura (597 mm) que os Smentad x Neore (3,85
mm) e os Canchim (3,85 mm).

Dentro das populagBes analisadas foi possivel caracterizar por SSCP
diferentes padrbes de migracéo dos fragmentos LEPT1, LEPT2 e LEPT7. Como os
animais homozigotos e heterozigotos ndo podem ser identificados baseando-se apenas
nesta andise, os diferentes padrdes de SSCP (gendtipos) foram smplesmente nomeados
com letras. Foram observados sete (A, B, C, D, E, G e L), quatro (A, B, C e D) e cinco
(A, B, C, D e E) padrdes de migracéo dos fragmentos LEPT1 (Figura 2), LEPT2
(Figura3) e LEPT7 (Figura 4), respectivamente.
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Figura2. Diferentes padrGes de migracdo (SSCP) do fragmento LEPT 1 (469 pb) do
gene da leptina em gel de poliacrilamida 15% ap6s 13 horas de corrida a
100V.

Figure2  SSCP patterns of LEPT1 fragment (469 pb) within leptin gene in 15% polyacrilamide gel
after 13 hours of running at 100V.

Figura3. Diferentes padrbes de migracdo (SSCP) do fragmento LEPT 2 (540 pb) do
gene da leptina em gel de poliacrilamida 15% ap6s 15 horas de corrida a
100V.

Figure3. SSCP patterns of LEPT2 fragment (540 pb) within leptin gene in 15% polyacrilamide gel
after 15 hours of running at 100V.
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Figura4. Diferentes padrGes de migracdo (SSCP) do fragmento LEPT 7 (689 pb) do
gene da leptina em gel de poliacrilamida 10% apds 24 horas de corrida a
100V.

Figure4.  SSCP patterns of LEPT7 fragment (689 pb) within leptin gene in 10% polyacrilamide gel
after 24 hours of running at 100V.

Pela técnica de SSCP ndo foi possivdl a deteccéo de polimorfismos no
fragmento LEPT3, ja que todas as amodtras andisadas apresentaram mesmo padréo de
migracdo em géis de poliacrilamida 15% (Figura 5).

um,m i
1 T b -«-:i-
|}

A i —

Figura5. Padréo de migragcéo do fragmento LEPT 3 (644 pb) em ge de poliacrilamida
15% ap6s 20 horas de corridaa 100V.

Figure5.  SSCP patterns of LEPT3 fragment (644 pb) within leptin gene in 15% polyacrilamide gel
after 20 hours of running at 100V.

Na Tabela 2 podem ser verificadas as frequiéncias dos gendtipos observados
paraos fragmentos LEPT1, LEPT2 e LEPT7.
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Tabela2. Fregiéncias dos gendtipos (SSCP) observados para os fragmentos LEPT1,
LEPT2 e LEPT7 do gene da leptina de novilhos pertencentes a trés grupos
genéticos.

Table2.  Genotypes (SSCP) frequencies of LEPT1, LEPT2 e LEPT7 fragments within leptin gene of
three genetic groups of beef steers.

Grupo Genético
- Genetic Group
Fragmento 22;2:}'/‘;2 ,jl&ngusx Nelore ot Simental x Nelore
Fragment ngus x Nellore Im Simmental x Nellore
N % n % n %
A 7 22,6 13 43,3 22 73,3
B 15 48,4 4 13,3 1 3,3
C 5 16,1 4 13,3 2 6,7
LEPT1 D 2 6,5 2 6,7 0 0,0
E 1 3,2 0 0,0 0 0,0
G 0 0,0 0 0,0 1 3,3
L 1 3,2 7 23,3 4 13,3
Tota 31 100 30 100 30 100
A 27 90,0 26 89,7 19 86,4
B 2 6,7 0 0,0 1 45
LEPT2 C 1 33 0 00 0 0,0
D 0 0,0 3 10,3 2 91
Tota 30 100 29 100 22 100
A 6 20,7 5 17,9 11 40,7
B 17 58,6 19 67,9 12 44.4
LEPT7 C 5 17,2 2 7,1 2 7,4
D 34 0,0 7,4
E 0,0 2 7,1 0,0

Total 29 100 28 100 27 100
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Nos grupos experimentas Canchim e Smentad Xx Neore, o gendtipo
LEPT1-A fol o mas frequente, sendo de 43,3 e 73,3 %, respectivamente. Entre os
animas Angus X Nelore, 0 gendtipo mas frequente foi o LEPT1-B (48,4%). Os
gendtipos LEPT1-D, LEPT1-E e LEPT1-G foram os menos freglientes, sendo que o
gendtipo LEPT1-G e o LEPT1-E s0 foram observados nos grupos Simental X Nelore e
no Angus x Nelore, respectivamente. Os gendtipos LEPT1-A, LEPT1-B, LEPT1-C e
LEPT1-L foram observados em todos 0s grupos genéticos.

Em rdacd a0 fragmento LEPT2, observou-se que o gendtipo mas
freqlente em todos os grupos experimentais foi o LEPT2-A, sendo de 90,0, 89,7 e
86,4% nos grupos Angus X Nelore, Canchim e Smenta x Nelore, respectivamente. Os
gendtipos LEPT2-B, LEPT2-C e LEPT2-D apresentaram frequéncia baixa nos trés
grupos estudados, sendo que o LEPT2-D ndo foi observado entre os animais Angus x
Nelore, da mesma forma que o LEPT2-C nd foi observado no grupo Simenta X
Nelore. Entre os animais da ragca Canchim ndo foram observados os gendtipos LEPT2-B
e LEPT2-C.

O gendtipo LEPT7-B, seguido do LEPT7-A, foi 0 mas freqliente em todos
0S grupos experimentais. O gendtipo LEPT7-E ndo foi observado entre os animas
Angus x Neore e nos Smenta X Nelore, assm como o gendtipo LEPT7-D, néo foi
observado no grupo Canchim.

A andlise RFLP, redlizada com o fragmento LEPT 4 (482 pb) que abrange a
regido que e inicia na poscdo 2023 e termina na posicéo 2505 do gene da leptina
bovina e que apresenta sitio de restricdo na posicdo 2363 para enzima Sau3Al,
permitiu visudizar em gel de agarose 1,8% fragmentos de 340 e 142 pb, que
caracteriza)am o dedo A. Um ditio adiciond para esa enzima na posicdo 2335 foi
responsavel pela digestéo do fragmento de 340 pb em fragmentos de 312 pb e 28 pb
(ndo visivd no gdl), os quais caracterizaram o ado B. Os padrGes de migracdo desses
fragmentos e os trés gendtipos (AA, AB e BB) observados nas populacdes estudadas

podem ser visudizados na Figura 6.
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482 pb
340 pb
<4312 pb

<4142 pb

Figura6. Padréo de migracdo em gd de agarose 1,8% do RFLP-Sau3Al no fragmento
LEPT4 (482 pb). Coluna 1: padréo de peso molecular 100 pares de base
(Gibco, BRL); Coluna 2: produto de PCR néo digerido com a enzima; Coluna
3. Gendtipo AB (fragmentos 340, 312 e 142 pb); Coluna 4. GenGtipo AA
(fragmentos 340 e 142 phb); Coluna 5: Gendtipo BB (fragmentos 312 e 142

pb).

Figure6. Migration pattern in 1.8% agarose gel of Sau3Al RFLP in LEPT4 fragment (482 pb).
Column 1: 100 pb molecular weight pattern (Gibco, BRL); Column 2: uncut PCR product;
Column 3: AB genotype (340, 312 and 142 pb fragments); Column 4: AA genotype (340 and
142 pb fragments); Column 5: BB genotype (312 and 142 pb fragments).

Na Tabela 3 sfo gpresentadas as freqiéncias genotipica e aélica do RFLP
no fragmento LEPT4 do gene da leptina dentro das populagdes estudadas, bem como os
seus respectivos vaores de Qui-quadrado (€2). Pode-se observar que as frequéncias do
delo A e do gendtipo homozigoto AA foram as maiores nas trés populagdes estudadas,
com vaores de 90, 93 e 80%, e de 84, 87 e 68% para Angus X Nelore, Canchim e
Smentd x Nelore, repectivamente. O grupo Simentd apresentou maior fregiiéncia do
gendtipo heterozigoto (AB) e no grupo Canchim ndo foi observado o gendtipo
homozigoto BB.

Como ndo houve diferenca edatisticamente sgnificativa (P>0,05) entre os
vaores do Qui-quadrado (€?) calculados para cada um dos grupos experimentais (0,15;
2,12 e 1,56 para Angus x Nelore, Canchim e Simenta x Nelore, respectivamente) e o
valor do c? tabelado, concluiu-se que as populacBes estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg.
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Tabela3. Fregléncias genctipicas e délicas observadas em cada um dos grupos
genéticos estudados com seus respectivos valores de  Qui-quadrado

caculados.
Table 3. Genotype and allelic frequencies observed in each genetic group with their respective
calculated Chi-square.
Grupo Genético Freguéncias genotipicas Freguéncias Aldlica 2
Genetic Group Genotype Frequencies Allele Frequencies c
: (%0) (%)
AA AB BB A B
Angus x Nelore 31 84 13 3 90 10 0,15
Angus x Nellore
Canchim 30 87 13 0 93 7 2,12
Smenta x Ndore 25 68 24 8 80 20 1,56

Smmental x Nellore

n = nimero de animais do grupo genético
n = number of animals within genetic group

N& foram observedos efeitos sgnificativos (P>0,05) das freqiiéncias dos
SSCPs e do RFLP sobre as caracterigticas de area-de-olho-de-lombo (AOL) e espessura
de gordura subcuténea (EGS) das carcagas dos animais pertencentes aos trés grupos
genéticos, com excecdo dos genotipos observados no fragmento LEPT7 que se
relacionaram com a AOL. Na Figura 6 pode-se perceber que os animais do gendtipo
LEPT7-A (um provave heterozigoto por ter apresentado quatro bandas no gel de SSCP)
apresentaram maior (P<0,05) AOL (76,32 cnt) em rdag&o aos do gendtipo LEPT7-B
(70,69 cn?), enquanto que agueles do gendtipo LEPT7-C (73,37 cnf) ndo se
diferenciaram dos demais com relacdo a esta caracteridtica (Figura 7). As freqUéncias
desses gendtipos ndo tiveram efeto dgnificativo sobre as médias de espessura de
gordura subcutanea (EGS), as quais foram de 4,45, 4,94 e 3,10 mm para os gendtipos
LEP7-A, LEPT7-B e LEPT7-C, respectivamente.

Quando se considerou o efeito de raca sobre as caracteristicas de AOL e
EGS, observour-se que ndo houve diferenca dgnificativa (P>0,05) entre oS grupos
experimentais com relacdo a AOL (73,87; 73,26 e 73,25 cn, para Angus x Neore,
Canchim e Smentad x Neore, respectivamente), mas os animais Angus X Neore
gpresentaram maior (P<0,05) EGS (5,97 mm) em relacdo agueles dos grupos Canchim
(3,85 mm) e Smenta x Nelore (3,85 mm).
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Figura7. Efeito dosgendtiposA, B e C, observados no fragmento LEPT7 do gene da
obesidade, sobre a &rea de olho-de-lombo (cn) dos animai's experimentais
Figure 7. Effect of LEPT7-A, B and C genotypes on experimental animal’s ribeye area (cnf)

Como j& havia sido observado por CHARDULO (2000), existe diferenca
com relagéo as caracteristicas de carcaca e de carne entre as ragcas Angus, Charolés e
Simental, comprovada pela maior precocidade para terminagdo de carcaga da raca
Angus, a qua proporcionou a produgcédo de cane mas mecia em funcdo da maior
camada de gordura de cobertura, que pode ter sido responsdvel pela redugéo do impacto
do resfriamento rgpido da carcaca no frigorifico. Td diferenca entre a raca Angus e as
demais pode estar associada com a variabilidade genética no gene da lepting,
evidenciada com a deteccéo de véaios polimorfismos, ndo sO no presente estudo, mas
em outros desenvolvidos anteriormente (LIEN et da., 1997, POMP e d., 1997;
WILKINS e DAVEY, 1997; FITZSIMMONS et a., 1998, KONFORTOV et a., 1999;
HAEGEMAN et a., 2000).

Exigem estudos que associaram essas diferencas nas caracterigticas de
carcaca da raca Angus em rdacdo as racas Charolés e Smentd com a variabilidade
genética no gene da leptina FITZSIMMONS et d. (1998), avdiando polimorfismos no
microsatélite BM 1500 (proximo ao gene da lepting), encontraram associacdo entre o
ddo de 138 pb, mas freglente nos grupos de animas das ragas Angus (59%) e
Hereford (57%), com maior deposicdo de gordura da carcaca; enquanto que o aelo de
147 pb, mais freqiente entre os animais Charolés (54%) e Smental (58%), gresentou
efeito contrario. No estudo de BUCHANAN et d. (2002), uma transi¢cdo de citosina por
timina no exon 2 do gene da leptina bovino, responsavel pela mudanga de arginina por

cigeina na seqiéncia de aminoacidos, foi observada e a freqiéncia do delo T foi
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associada com carcagas mais gordas das racas briténicas (Angus e Hereford), enquanto
que a freqiéncia do aldo C foi associada com carcagcas mals magras das ragas
continentais (Charolés e Smenta).

O fragmento LEPT2, que abrange todo o exon 2 do gene da leptina bovino,
apresentou quatro padrbes de migracdo, dos quais um deles pode ser coincidente com o
polimorfismo descrito por BUCHANAN et a. (2002), o qua ja havia sido confirmado
por KONFORTOV et d. (1999), e que foi associado com o teor de gordura na carcaca.
Porém, no presente estudo, os gendtipos identificados nessa regido ndo foram
associados com a AOL ou com a EGS, o que pode ter sdo uma consequéncia do
numero reduzido de animais genotipados dentro de cada populagéo estudada (Tabela 2).

Apesar das transicdes de citosina por timina na posicéo 1560 e de guanina
por adenina na posicdo 1620 (considerando a sequiéncia U50365) terem sido descritas
por LIEN et d. (1997) e detectadas por TESSANE et a. (1999) numa populacéo de 137
bovinos da raga Angus, neste estudo ndo foram detectados SSCPs no fragmento LEPT3
(Figura 5), que corresponde a mesma regido dentro do intron 2, o que indica a
inexigéncia de polimorfismos nessa regido do gene da leptina dos animais considerados
no presente estudo.

A asxciacdo de polimorfismos com caracterigticas de carcaga € de grande
importancia para evidenciar seus potencias para serem utilizados como marcadores
moleculares nos programas de melhoramento genético. Estes estudos, no entanto, néo
sdo fécels de serem conduzidos por exigirem a andise de populagdes com grande
nimero de animais com variabilidade genética e fenctipicaa, e 0 uso de modeos
mateméti cos adequados.

No estudo de TESSANNE et d. (1999), por exemplo, em que foi
invetigado a reacdo entre os gendtipos para dois microsadites polimorficos
(WILKINS e DAVEY, 1997 e STONE et al., 1996) e dois RFLPs (LIEN et d., 1997)
com caracteristicas de carcaca, foi encontrado efeito Sgnificativo somente entre o
microsatélite polimorfico descoberto por WILKINS e DAVEY (1997) e a AOL em um
grupo de 137 bovinos da ragca Angus. Os autores judificaram edta fdta de sgnificancia
com o fato do estudo ter sido conduzido em uma populacdo pequena e composta por
animas pertencentes a uma Unica raga pura (Angus). Além disso, existe o fato de ainda

ndo ter sdo determinado qua o verdadeiro pape que a leptina exerce sobre o
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metabolismo dos ruminantes. Neste mesmo estudo, observou-se que 0S animas
sdecionados para dta e baixa concentracdo plasméica de IGF-1  apresentaram
freqiéncias dédicas dgnificativamente diferentes, indicando a exigéncia de outros
efeitos do gendtipo da leptina em ruminantes.

No presente estudo, a maior AOL foi associada ao gendtipo A observado no
fragmento LEPT7, o qual abrange grande parte do exon 3. Apds 0 seqlienciamento € a
definicdo dos addos desse polimorfismo, andises de ligacdo entre ele e o microsatéite
polimorfico descoberto por WILKINS e DAVEY (1997) poderdo ser redlizadas.

Ressdlta-se que o gendtipo LEPT7-A foi associado a maior AOL (Figura 7)
e que o0 grupo de animais que apresentou maior freqliéncia desse gendtipo foi o dos
mesticos Smental x Nelore (Tabda 2), o qua também mostrou menor deposicdo de
gordura em relagcdo ao grupo de animais Angus X Nelore, 0 que parece ter uma certa
coeréncia biolégica, j& que normamente o aumento na AOL esta associado a
dminuicdo da EGS. Isto foi observado através das diferencas numéricas entre a EGS e
AOL dos animais dos gendtipos LEPT7-A (4,45 mm e 76,32 cnt) e LEPT7-B (4,94
mm e 70,69 cn¥), em que um aumento de aproximadamente 10% na EGS acompanhou
a reducéo de 7,34% na AOL dos animais do gendtipo B em relacdo aos do gendtipo A.
Através dessa observac@o, podemos presumir que os animais do gendtipo LEPT7-B
apresentam caracteristicas de carcagca mais desgéveis para a terminacdo no sstema de
producdo de novilhos superprecoces.

A observacéo de dois aeos e trés gendtipos no fragmento LEPT4 gp6s a
digestéo com a enzima de restricdo Sau3Al estd de acordo com POMP et a. (1997). No
entanto, as fregUéncias dédicas e genotipicas desse RFLP ndo causaram efeitos
sgnificativos sobre as caracteristicas de carcaga avaiadas, 0 que pode ter ocorrido em
funcdo do pequeno nimero observagles, jA que 0S animas que agpresentaram maior
freqiéncia do gendtipo heterozigoto AB (Simentd x Nelore) foram os que também
tiveram maior fregliéncia do gendtipo LEPT7-A, o qud foi associado a maior AOL.
Logo, pode-s= hipotetizar uma provave ligacdo entre estes dois gendtipos e uma
provavel associacdo do RFLP-Sau3Al com caracteristicas de carcaca. Além disso, esse
RFLP ja foi associado com caracteristicas produtivas em rebanho leiteiro por LIEFERS
et d. (2002), que avaiando uma populagéo de 613 vacas leteiras Holstein-Friesan,

observaram aumento na producdo de leite (P<0,05) e tendéncia de aumento na ingestéo
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de matéria seca (P=0,087) e de peso vivo (P=0,077) das vacas heterozigotas AB quando

comparadas as vacas do genotipo AA.

Conclusdes

As técnicas de SSCP e RFLP mostraramse viavels para a deteccéo de
polimorfismos no gene da obesdade bovino e, consegqlentemente, para evidenciar a
vaiabilidade genética existente nos trés grupos genéticos estudados (Angus x Nelore,
Canchim e Smenta x Ndore).

O RFLP-Sau3Al ndo foi associado com as caracteristicas de area-de-olho-
de-lombo e espessura de gordura subcuténea na carcagca de bovinos de corte
pertencentes aos grupos genéticos Angus X Nelore, Canchim e Simental X Nelore.

Os SSCPs LEPT7-A e LEPT7-B, dentro do exon 3 do gene da obesidade
bovino, sGo potenciais candidatos para serem utilizados como marcadores moleculares
em programas de mehoramento genético de bovinos de corte visando caracteristicas de

carcaga desgjdveis para o sistemade producdo de bovinos superprecoces.
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CAPITULO 3

PADRAO DE EXPRESSAO DO GENE DA OBESIDADE (LEPTINA) NO
TECIDO ADIPOSO DE BOVINOS DE CORTE DE DIFERENTES GRUPOS
GENETICOSTERMINADOSNO SISTEMA SUPERPRECOCE
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Padrao de Expressio do Gene da Obesidade (L eptina) no Tecido Adiposo de
Bovinos de Corte de Diferentes Grupos Genéticos Terminados no Sistema
Super precoce

RESUMO - Este estudo teve 0 objetivo de avadiar a expressio do gene da
obesidade no tecido adiposo subcuténeo e relaciond-la com caracteristicas de area-de-
olho-de-lombo (AOL) e espessura de gordura subcuténea (EGS) na carcaca de bovinos
de corte pertencentes a trés grupos genéticos e terminados no sistema superprecoce. A
AOL e a EGS foram avdiadas por ultra-sonografia. Amostras de tecido adiposo foram
retiradas na regido da base da cauda dos animais por ocaséo do abate. A extracdo de
RNA totd foi redizada pdo méodo do isotiocianato de guanidina-fenol-cloroférmio
adaptado para amostras de tecido adiposo. Amostras de RNA total foram transferidas
para membranas de néilon pdo méodo de dot blotting. A marcacdo das sondas com
fodfatase dcdina e as reacOes de hibridizacdo foram redizadas utilizando-s2 um kit
comercia associado a um dstema quimioluminescente de detecgdo. As autoradiografias
geradas foram andisadas em densitbmetro e os vaores do RNAmM da leptina foram
normdizados hibridizando-se a mesma membrana com um fragmento de DNA do
RNAr 28S de rato e a quantidade relativa dos transcritos foi expressa em unidades
arbitrérias. Os animais Angus X Nelore depostaram dgnificativamente (P<0,05) mais
gordura (5,97 mm) que os Smental x Neore (3,85 mm) e os Canchim (3,85 mm). Os
animas Angus X Neore expressa)amn quantidades de RNAmM da leptina (0,25)
semdhantes em relacd aos Canchim (0,76) e sgnificativamente (P<0,05) menores que
a dos Smentd x Neore (1,17). O padréo de expressdo do gene da leptina variou entre
0S grupos genéticos estudados, mas ndo foi associado as caracterigticas de area-de-olho-

de-lombo e espessura de gordura.

Palavras-chave: leptina, bovinos de corte, tecido adiposo, expressao génica
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Obese (L eptin) Gene Expression in Adipose Tissue of Different Genetic Groups of
Beef Cattle Finished in a Brazilian Early Cattle System

ABSTRACT - This study was caried out in order to evauate adipose tissue
obese gene expresson and to associate with ribeye area (REA) and subcutaneous fat
layer (SFL) of three beef cattle genetic groups finished in a super-precocious System.
REA and FL were evduated by ultra-sound. Adipose tissue samples were taken from
aea aound tal insetion a daughter. Tota RNA was extracted by guanidinium
thiocyanate-phenal-chloroform method modified for adipose tissue samples. Total RNA
samples were tranferred to nylon membrane by dot blotting. Probes were labeled with
akaine phosphatase and hybridizations reections were done usng a commercid kit
associated to a chemiluminescent detection system. Autoradiographs were andyzed in
denstometer. Leptin RNAmM vaues were normalized with mouse 28S RNAr and
relative amount of transcripts was expressed in arbitraries units. Angus x Neore had
higher (P<0.05) SFL (5.97 mm) than Simental x Nelore (3.85 mm) and Canchim (3.85
mm). Angus X Neore expressed smilar amounts of leptin RNAm (0.25) in relation to
Canchim (0.76) and lower (P<0.05) than Smentd x Neore (1.17). Leptin gene
expresson varied among genetic groups but it was not associated to ribeye area and fat

layer characterigtics.

Key-words: leptin, beef cattle, adipose tissue, gene expression
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Introducao

O gene da obesdade (leptind) de ratos foi clonado em 1994 pela equipe
liderada por Jeffrey Friedman na Universdade de Rockfdler (ZHANG et d., 1994). O
produto deste gene € uma proteina que provoca dgnificativa redugdo na ingestdo de
adimentos, no peso e na porcentagem de gordura corpord, dém de aumentar 0 gasto
energético e reduzir as concentracdes s&icas de glicose e insulina em ratos obesos
homozigotos (©Eb/ob) (HALAAS et a., 1995). Devido a0 seu efeito de redugéo do peso
corpord, eda proteina foi denominada leptina que, em grego, sgnifica magro (CEDDIA
eta., 1998).

Desde a descoberta do gene da obesdade, os conhecimentos sobre a
fisologia da leptina progrediram ragpidamente em roedores e humanos, mas em relagéo
aos ruminantes, pouco se descobriu a respeito de sua verdadeira e efetiva &éo. Isto se
deve ao fato da obesidade humana ser um dos problemas de salide que mais preocupa 0s
pesquisadores em diversos paises. Na producdo animal, a obesidade, por s 6, ndo é a
maior preocupacdo dos pesquisadores. Porém, o conhecimento sobre os mecanismos
bésicos que regulam a ingestdo de dimentos, 0 metabolismo energético e a deposicdo
de gordura corpora pode auxiliar na busca de animais mais precoces para terminacdo
de carcaga, 0 que traz beneficios para a cadela produtiva da carne bovina. Isto porque a
dminuicdo do ciclo de producdo e o aumento da taxa de desfrute do rebanho
proporciona um giro de cepitd mais rgpido diado a oferta de cane de mehor
qudidade.

No entanto, existem poucos trabalhos publicados relacionando a agdo da
leptina sobre as caracteristicas de carcaga em bovinos, 0 que esta relacionado com as
dificuldades de se encontrar ferramentas especificas para 0 estudo da expressdo génica e
das variacOes plasmdticas da leptina em ruminantes. KAWAKITA et d. (2001) ndo
recomendaram 0 uso de niveis plasmdicos de leptina para predizer o acimulo de
gordura na carcagca de bovinos Japanese Black devido ao baixo coeficiente de
corrdacdo observado para edtas duas caracteristicas. Porém, a leptina plasmética foi
positivamente associada com a espessura de gordura no musculo longissimus, com o
grau de marmoreio em bovinos de corte adultos (MINTON et a., 1998 e TOKUDA et
al., 1999) e com a gordura corpord de novilhos na fase de crescimento (EHRHARDT et
d., 2000). Em estudo mais recente, DELAVAUD et d. (2002) observaram uma relacéo
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curvilinea entre os nivels da leptina plasméica e o tamanho dos adipdcitos em vacas
holandesas.

Com rdacdo a0 padrdo de expressio do gene da obesidade e as
caracteristicas de carcaca, ROBERT et d. (1998) observaram que polimorfismos no
gene da obesdade suino estavam associados com animais magros e que nivels eevados
de RNAm da leptina foram corrdacionados com maor espessura de gordura
subcuténea. Em bovinos, BUCHANAN et a. (2002) observaram uma trangcéo de
citosna por timina no exon 2 do gene da leptina bovino responsdvel pela mudanca de
arginina por cigeina na seqiéncia de aminoécidos e a frequéncia do ddo T foi
associada com carcagas mais gordas, com maior expressio génica € com as racas
britanicas (Angus e Hereford), enquanto que a freqiiéncia do delo C foi associada com
carcacas mas magras, com menor nivel de expressdo do gene e com ragas ntinentals
(Charolés e Smental).

Este estudo teve 0 objetivo de avdiar a expressdo do gene da obesidade no
tecido adiposo subcuténeo e relacionéd-la com caracteristicas de area-de-olho-de-lombo
(AOL) e espessura de gordura subcutanea (EGS) na carcaca de bovinos de corte

pertencentes a trés grupos genéticos e submetidos ao sistemna superprecoce.

Material e M étodos

O confinamento no sstema superprecoce foi redizado no periodo de
outubro de 2000 a fevereiro de 2001. Para tanto, utilizaramse bezerros machos,
mesticos, pertencentes a trés grupos genéticos Angus X Neore (n=31), Simentad X
Nelore (n=30) e Canchim (n=30), desmamados aos sete meses de idade e alimentados
com dieta a base feno de brachiaria, fardlo de soja, milho moido, suplemento vitaminico
e mingd, Rumensn, com rdagdo volumoso: concentrado de 25:75 (na fase de
crescimento) e 15:85 (na fase de terminagéo).

Os animais foram didribuidos em nimero de cinco por baa em gapdo
experimental condruido numa area pertencente a0 Departamento de Mehoramento
Genético e Nutricdo Animd da Faculdade de Medicina Veterindia e Zootecnia
(FMVZ), UNESP, Botucatu (SP).
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A avdiagd das caracterigticas de carcaca foi feita com os animais em jgum
de no minimo 12 horas e redizada por ocasd do abate, quando as médias da idade (em
dias) e do peso vivo (em kg) dos animais foram de 573 e 443, 641 e 430 e 446 e 477,
dos grupos Angus x Neore, Smenta x Nelore e Canchim, respectivamente. Para tanto,
mediu-se a area de seccéo do musculo longissimus (area-de-olho-de-lombo ou AOL) e a
espessura de gordura subcutanea (EGS) do mesmo a partir de imagens obtidas entre a
122 e a 132 cogda dos animais experimentais, conforme técnica descrita por PERKINS
et a. (1992) modificada por GRESHAM (1998), utilizando um agpareho de ultra
sonografia veterinaria PIE MEDICAL - Scanner 200, com uma sonda linear de 17,2 cm
e 3,5 MHz (Sector Curved Array Scanner, modelo 51BO4UMO02). As imagens foram
andisadas em softwar es especificos para o gparelho (PIE MEDICAL, Inc.).

Amodiras de tecido adiposo foram colhidas no depdsto de gordura
subcutaneo na base da cauda de todos os animais experimentais na linha de abate do
frigorifico FRIGOL, locdizado no municipio de Lenglis Paulista (SP). Imediatamente
apls a colheita, amostras de aproximadamente 6g foram embdadas em papd duminio,
identificadas, congeladas em nitrogénio liquido e transferidas para freezer -80°C para
posterior extragdo do RNA total.

As andises laboratoriais foram redizadas no Laboratdrio de Bioguimica e
Biologia Molecular da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterindias (FCAV), UNESP,
Jaboticabal (SP).

O RNA totd foi obtido pdo méodo do tiocianato de guanidina-fenol-
cloroformio (CHOMCZINSKY e SACCHI, 1984) modificado por LOUVEAU €t d.
(1991), que congstiu na homogeneizagdo de 3g de tecido adiposo com 10 ml de solugdo
desnaturante (isotiocianato de guanidina 4 M, citrato de sodio 25 mM pH 7,0, sarcosyl
0,5% e b-mercaptoetanol 0,1 M). Apds incubagd por 10 minutos a temperatura
ambiente, a amostra foi desengordurada por meio de duas lavagens sucessivas com 10
ml de cloroférmio. Em seguida, adicionou-se 1 mL de acetato de sodio 2M (pH 4,0), 10
mL de fenol equilibrado em &ua e 2 mL de solucdo cloroformio-dcool isoamilico
(49:1), que foram misturados por agitacdo vigorosa durante 30 segundos. A mistura fo
centrifugada a 10.000 x g, #C por 15 minutos. A fase aquosa foi aspirada com seringa
plagtica estéril e trandferida para um novo tubo, onde foi adicionado igua volume de

isopropanol e centrifugada a 12.000 x g, 4°C por 10 minutos. O precipitado foi entdo
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lavado com 1 mL de etanol 70%, centrifugado a 12.000 x g, £C por 10 minutos, seco a
vacuo e pogeriormente solubilizado em 1 mL de agua tratada com dietilpirocarboneto
(H.O-DEPC). A concentracd do RNA tota de tecido adiposo bovino foi estimada
através da leitura da absorbancia a 260 nm (Beckman — DU® 640 — Nudeic Acid and
Protein Analyser) e a pureza verificada medindo-se também a absorbancia a 280 nm. A
integridade do RNA totd foi andisada através de detroforese em gd de agarose
desnaturante (1,5%), observando-se a presenca das bandas de RNA ribossoma (18S e
28S). As amodras de RNA total que se gpresentaram contaminadas com DNA foram
tratadas com a enzima DNAse RNAse-Free (Gibco, BRL).

A quantificacdo da expressio do gene da leptina no tecido adiposo foi
redizada utilizando-se o0 método de dot blotting. Devido a grande dificuldade de se
obter amostras de RNA tota de tecido adiposo em quantidade e qualidade consideraveis
para a confeccd0 das membranas, foram utilizadas 11 amostras do grupo Angus X
Neore e 12 de cada um dos grupos Simental x Nelore e Canchim.

Para preparagcdo da membrana, cinco ng de RNA total foram desnaturados
em 25 pL de s0lucdo desnaturante (glioxa 1M, dimetil sulfoxido-DMSO 50%, fosfato
de sodio 0,IM pH 7,0) por 1 hora em banho-maria a 50°C. Em seguida, as amosiras
foram diluides para um volume find de 400 pl em solugdo de TE 10:1 (10mM Tris-HCI
pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) e transferidas para membranas de nalon Immobiline N+
(Millipore) aravés de um ssema de microfiltracdo Bio-Dot Microfiltration Apparatus
(Bio Rad) e fixadas por crossinking pela exposicdo a 160.000 mi.cmi? de radiago
ultravioleta com comprimento de onda de 250 nm utilizando um Ultraviolet Crosslinker
mod. CL-1000 (UVP, INC.). Para retirar 0 glioxa, as membranas foram lavadas em
solucdo de Tris 20 mM (pH 8,0) por 20 minutos. Além das amostras de RNA total,
foram aplicadas na membrana quantidades diluidas em s&ie (10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 e
0,3125 ng) de um fragmento de cDNA do RNA ribossoma (RNAr) 28S de rato e do
fragmento de DNA correspondente ao exon 2 do gene da leptina bovino (Lept 2), o
quais serviram como controles positivo e negativo nas reacdes de hibridizacéo.

Como sondas foram utilizados o fragmento Lept 2 (540 pb) para detecgéo
do RNAmM da leptina e um fragmento de DNA do RNAr 28S (580 pb) para
normdizacdo dos resultados obtidos. O fragmento Lept 2 foi amplificado por PCR, cuja
reacdo foi redizada para um volume fina de 30 pL, contendo 160 ng de DNA, 0,75 uM
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de cada primer, tamp&o de PCR 1X (10 mM Tris-HCI pH 9,0; 1,5 mM MgClo e 50 mM
KCl), 250 uM de dNTP, 05U de enzima Tag DNA polimerase. O programa de
amplificag@ condstiu de uma desnaturagdo inicid a 96 °C por 120 segundos seguida
de 35 ciclos para desnaturacéo a 96 °C por 30 segundos; anelamento dos primers a 69
°C por 80 segundos, e extensdo a 72 °C por 60 segundos, findizando com um ciclo de
72 °C por 5 minutos. As sequéncias dos primers utilizados foram: 5'-
TTGATTCCGCCGCACCTCTC-3 (forward) e 5-
AGGCAGGAGGCAAGGGAAGTAG-3 (reverse).

Tanto a marcacéo das sondas com fosfatase dcdina quanto as reacdes de
hibridizagé foram redizadas utilizando-se o kit Alkphos-Direct, associado a0 Sstema
quimioluminescente de deteccdo com CDP-Sar da Amershan Pharmacia Biotech,
seguindo-se as ingtrugdes do fabricante. Terminada a reag@o de deteccdo a membrana
foi exposta a um filme de rao-X (Kodak T-MAT), em cassete munido de intensficador,
atemperatura ambiente.

A intensdade dos sinais nas autoradiografias geradas foi medida aravés da
leitura da absorbancia a 550 nm em dendtdmetro Shimadzu (moddo CS-9301) e os
vaores de aea do RNAm da leptina foram divididos pelo vaor médio das &reas obtidas
para o0 RNAr 28S e a quantidade reativa dos transcritos foi expressa em unidades
arbitrarias.

Os efeitos das ragas e dos nivels de expressdo do gene da leptina sobre a
&ea-de-dho-de-lombo (AOL) e espessura de gordura subcuténea (EGS) foram
andisados pelo teste de comparagcéo multipla de Tukey-Kramer utilizando o
procedimento GLM (General Linear Models) do SAS (1993).

Resultados e Discussao

Os reaultados das imagens obtidas por ultrasonografia revelaram que né&o
houve diferenga dgnificativa (P>0,05) entre os animas experimentas pertencentes aos
diferentes grupos genéticos quanto a &ea-de-oho-de-lombo (AOL), sendo que os
vadores médios obtidos para Angus x Neore (n=31), Smentad x Nelore (n=30) e
Canchim (n=30) foram: 73,87, 73,25 e 73,25 cnt, respectivamente. Com relacdo a
espessura de gordura subcutdnea (EGS), os animais Angus x Nelore depostaram
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sgnificativamente (P<0,05) mais gordura (597 mm) que os Smentad x Neore (3,85
mm) e os Canchim (3,85 mm), como pode ser melhor visudizado na Figura 1.

A andlise de expressio génica revelou que a média dos nivels de RNAm da
leptina  no tecido adiposo dos animais Angus x Nelore (0,25) foi semehante a dos
Canchim (0,76) e dgnificativamente menor (P<0,05) em relacdo a dos Smentd x
Nelore (1,18), como pode ser visto na Figura 2A. As autoradiografias das membranas
hibridizadas com as sondas de leptina e de 28S sd0 agpresentadas na Figura 2B.
Observando-se a autorradiografia da membrana hibridizada com 28S, nota-se que houve
uniformidade nas quantidades de RNA totd gplicadas a membrana Somente uma
amodtra (nimero 10) do grupo Canchim apresentou-se em concentracd menor em
rdacdo as demais, 0 que pode ter ocorrido devido a fadhas na quantificagdo da amostra
de RNA total por espectrofotometria ou devido a perdas durante o processo de
transferéncia dessa amostra paa a membrana de nélon. Apesar disso, quando esta
membrana fol hibridizada com a sonda de lepting, ndo foi possivd a letura
denstométrica dos sinais de todas amostras gplicadas, provavelmente devido ao baixo
nive de expressto do RNAm da leptina no tecido adiposo de dguns animais. Logo, a
quatificacdo do RNAmM dentro de cada grupo experimental foi redizada em um
ndmero reduzido de animais (Angus x Nelore, n=9; Canchim, n=9 e Simenta x Nelore,
n=38).
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Figural. Diferengas entre as médias de espessura de gordura subcuténea (EGS) dos
animais pertencentes aos trés grupos genéticos.
Figurel  Differencesamong fat layer (FL) means of three genetic groups of animals.

Apesar das diferencas significativas entre os grupos raciais com relacdo a
espessura de gordura subcutdnea e ao nivel de RNAm de leptina no tecido adiposo,
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edas duas caracterigticas ndo se relacionaram edtatisticamente, provavelmente devido ao
reduzido nimero de amostras quantificadas nas andises de expressdo génica dentro de
cada grupo experimental e aos elevados desvios padrfes das médias das quantidades de
RNAmM daleptina.

N&0 se esperava observar 0 menor padréo de expresséo do gene da leptina
no grupo Angus X Nelore, 0 qual apresentou maior espessura de gordura na carcaga. I1sto
porque em suinos (RAMSAY et a., 1998 e ROBERT et d., 1998) a maior expresséo do
gene da leptina no tecido adiposo subcutaneo foi associada aos animais com maior
deposicdo de gordura. Em bovinos, BUCHANAN et a. (2002) associaram carcagas
mais gordas com malor expressdo génica e com as ragas britanicas (Angus e Hereford);
enquanto que as carcagcas mas magras foram reacionadas com menor nivel de
expressdo génica e com as ragas continentais (Charolés e Simental). Nesses estudos,
porém, a expressio génica foi medida em animas geneticamente selecionados para
maior deposicdo de gordura dentro de cada grupo racial, 0 que ndo aconteceu no
presente estudo, onde os animais utilizados na andlise de expressio foram escolhidos ao
acaso dentro de cada grupo.

Deve-se resdtar que os animais do estudo de BUCHANAN et a. (2002)
gque apresentaram maor expressdo do gene da leptina no tecido adiposo eram
homozigotos (TT) para um polimorfismo no exon 2 do gene da leptina caracterizado
pela transicdo de citosina por timina responsvel pela mudanca de arginina por ciseina
na sequéncia de amino&cidos. EStes autores levantaram a hipdtese de que td
polimorfismo poderia ter causado uma perda parcid da func&o bioldgica da leptina que
resultou em aumento na Sua expressao génica devido aum feedback compensatorio.

Em outro experimento redizado com 0s mesmos animas utilizados no
presente estudo, véaios polimorfismos de conformacdo de cadeia smples (SSCPs)
foram observados no gene da lepting, inclusve no exon 3, sendo que nesta regido os
SSCPs foram denominados de LEPT7-A, B, C ou D (SALMAN, 2003, dados n&o
publicados). Considerando estes gendtipos, observou-se uma diferenca numérica entre a
quantidade de RNAm da leptina no tecido adiposo dos animais do gendtipo A (1,16) em
rdacéd agudes do gendtipo B (0,58), indicando uma possbilidade de que este
polimorfismo n& sga dlencioso. No entanto, as andises dos efetos desses

polimorfismos sobre a seqiiéncia de aminoécidos da leptina e, conseqlientemente, sobre
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Figura2. Pand A: Médias de RNAmM da leptina em rdacdo ao RNAr 28S, expressas
em unidades arbitrarias (UA), no tecido adiposo dos animais dos trés grupos
genéticos. Paind B: Autorradiografias do RNAmM da leptina e do RNAr 28S.
Nas linhas A, C e S apresentam-se as amodtras dos grupos Angus X Nelore,
Canchim e Smentd x Neore respectivamente. Nas linhas (+) e (-)
apresentam-se os controles utilizados (fragmento de DNA da leptina e do
RNAr 28S) diluidos em s&rie (10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 e 0,3125 ng). Nas
colunas numeradas de 1 a 12 agpresentam-se as amodtras referentes a cada

animd.

Figure2. Panel A: Means of leptin RNAm in relation to 28S RNAr, expressed in arbitrary units (AU),
within adipose tissue of experimental animals. Panel B: Autoradiograph of leptin and 28S
RNAr RNAm. In lines A, C and S are Angus x Nellore, Canchim and Smmental x Nellore
samples, respectively. In lines (+) and () are showed control samples (DNA fragment of
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Leptina and 28S) serial diluted (10.0, 5.0, 2.5, 1.25, 0.625 and 0.3125 ng). In column 1 to 12
are showed each animal sample.

N& foram encontradas na literatura consultada citagoes sobre o uso do
método dot blotting associado a um sistema ndo radioativo de deteccdo de sinais para
avdiagd0 da expressio génica da leptina no tecido adiposo anima. Nos experimentos
com suinos (RAMSAY e d., 1998 e ROBERT e d., 1998) o méodo utilizado foi o
Northern blot com amostras de RNA total, o qua ndo foi indicado por CHILLIARD et
d. (2001) para a quantificacdo de RNAmM da leptina no tecido adiposo de ruminantes.
Os primeiros resultados de expressio génica da leptina em bovinos foram obtidos
através do Northern blot com o RNAmM dotido em coluna de Poli A+ (JI et d., 1998) ou
em ensaios de protecdo a ribonuclease (TSUCHIYA et d., 1998). Recentemente, LEE e
HOSSNER (2002) propuseram o uso de PCR competitiva quantitativa (qc-PCR) para
avdiar a expressio do gene da leptina no tecido adiposo subcutaneo, abdomind e rend
de ovinos, embora 0 método mais recente e refinado para medir expressdo génica sga a
PCR quantitativa em tempo red (Quantitative Real Time PCR). A opcéo pelo uso do
dot blotting no presente estudo baseou-se no fato do mesmo j& estar devidamente
padronizado no laboratério onde foram redizadas as andlises de expressdo génica, 0 que
pode ser comprovado com a qualidade da membrana hibridizada com o gene
congtitutivo do RNAr 28S de rato (Figura 2B).

Conclusdes

O peadréo de expressdo do gene da obesdade bovino agpresentou variagéo
entre 0S grupos genéticos avaliados, sendo que o0s animais com maor deposcdo de
gordura na carcaga (Angus x Neore) foram os que apresentaram menores quantidades
de RNAm daleptina.

Nas condicGes do presente estudo, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo
edtatigtica entre 0 padrdo de expressdo do gene da obesidade bovino e as caracteristicas
de &eade-dho-de-lombo e espessura de gordura subcuténea de  novilhos

SUpErprecoces.
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IMPLICACOES

Novas perspectivas sobre a selecéo de animals com 0 uso de marcadores
moleculares em programas de mehoramento genético de bovinos de corte, visando
caracterigticas de carcaca desgavels para terminacd em sSstema de produgdo de
novilhos superprecoces surgem com a eucidagcdo da variabilidade genética araves da
descoberta de novos polimorfismos no gene da leptina de bovinos pertencentes aos
grupos genéticos Angus x Nelore, Canchim e Simenta x Nelore.

Exigem indicios de que variacOes na expressdo génica da leptina entre os
grupos genéticos Angus X Neore, Canchim e Smentd X Nelore s§am decorrentes de
dteracOes na seqiiéncia do gene que podem interferir na sintese da leptina €, ou na
conformagd da mesma dterando a manifestacd de caracteristicas de carcaga, em
especid a velocidade de deposicdo de gordura sobre o musculo longissmus. Para
confirmar esta hipotese, no entanto, dém do seqlienciamento dos SSCPs observados no
gene da leptina desses animals, novos experimentos devem ser redizados com um
nimero maor de animais devidamente genctipados e utilizando técnicas de andise de

expressao génica mais sensiveis.
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