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VARIACAO NA RESPOSTA A KISSPEPTINA PARA AVALIACAO DE
PRECOCIDADE SEXUAL EM NOVILHAS

RESUMO - Objetivou-se comparar a concentracdo de LH plasmatico, em
resposta a kisspeptina exdgena, em novilhas Nelore, para avaliar a maturacédo
sexual do Sistema Nervoso Central. As hipoteses testadas foram de que em
resposta a kisspeptina, a secrecdo de LH aumenta com a idade e que em uma
mesma idade, novilhas com maior peso a desmama secretam mais LH que as
desmamadas mais leves. Utilizou-se 50 bezerras, segregadas em leves
(174kg) e pesadas (232kg), desafiadas mensalmente dos 8 aos 16 meses, com
10 pg/kg (IM) de kisspeptina recombinante bovina, e apds 20 min foi realizada
a coleta de sangue. Aos 16 meses as novilhas foram expostas a touros por 60
dias e 30 dias depois a taxa de prenhez foi avaliada. A quantificacdo de LH, P4
e leptina foi feita por radioimunoensaio e IGF-I por ELISA. Houve aumento na
concentracdo de LH em resposta a kisspeptina dos 8 aos 14 meses de idade.
Comparando diferenca na concentracdo de LH entre o 8° més com meses 0s
subsequentes, observou-se aumento no grupo prenhe no 11° més, e no grupo
nao prenhe no 12° més. A taxa de prenhez no grupo pesado foi de 92%
engquanto que no grupo leve foi de 62,5% e o tempo gestacional estimado foi
maior no grupo pesado. A concentracdo do IGF-I foi maior aos 12 meses no
grupo leve e aos 15 meses no grupo nao prenhe, enquanto que a concentracéo
de leptina foi maior no grupo pesado aos 13, 15 e 16 meses, e prenhe aos 9 e
10 meses. A concentracdo de LH apds a kisspeptina aumentou com a idade,
mas nao foi maior nos animais mais pesados a desmama, mas foi capaz de
avaliar a maturacao sexual do hipotalamo e futuramente pode ser usada para a

triagem de novilhas Nelore com precocidade sexual.

Palavras-chave: puberdade, Nelore, hormonio luteinizante, receptores de
kisspeptina-1



LH CONCENTRATION VARIATION AFTER KISSPEPTIN INJECTION FOR
SEXUAL PRECOCITY EVALUATION IN NELLORE HEIFER

SUMMARY - The objective was to compare the plasma luteinizing hormone
(LH) concentration in response to exogenous kisspeptin in Nellore heifers in
order to evaluate the sexual maturation of the Central Nervous System. The
tested hypotheses were: in response to kisspeptin the LH secretion increases
with age and at the same age, heifers with higher weaning weight secrete more
LH compared to lighter ones. Fifty heifers were used, secreted in light (174kg)
and heavy (232kg), challenged monthly from 8-16 mo, with 10 ug / kg (IM) of
recombinant bovine kisspeptin, and after 20 min blood sample was collected. At
16 months the heifers were exposed to bulls for 60 days, the pregnancy was
evaluated 30 days later. The LH, P4 and leptin quantification were done by
radioimmunoassay and IGF-I by ELISA. There was an increase in LH
concentration in response to kisspeptin from 8" to 14™ months of age.
Comparing the difference on LH concentration between the 8" with the
following months, the pregnant group presented an increase at 11th whereas
the non-pregnant group it was observed at 12" month. The heavy heifers
pregnancy rate was 92% while in the light group it was 62.5% and gestational
time was also higher in the heavy group. IGF-1 levels was greater at 12" mo in
the light group and at 15th mo in non-pregnant group. Leptin level was higher at
13" 15" and 16™ mo in the heavy group and at 9™ and 10" mo in pregnant
group. The LH concentration after kisspeptin injection increased according to
age, was not higher in heavier animals at weaning, but was able to evaluate
hypothalamus sexual maturation and in the future can be used as a screening

tool for sexual precocity in Nellore heifers.

Keywords: puberty, Nellore, luteinizing hormone, receptors kisspeptin-1
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1 INTRODUCAO

O crescimento populacional € acompanhado pelo aumento na demanda
de proteina animal, como a carne bovina, mercado com importante participacao
do Brasil. O rebanho bovino brasileiro, maior do mundo em escala comercial,
teve crescimento de 1,6% em 2011, totalizando mais de 210 milhGes de
cabecas (IBGE, 2012). Segundo Cardoso e Nogueira (2007), o Brasil tem como
principal raca bovina de corte o Nelore, que representa 70% do rebanho
nacional. Esta escolha por animais zebuinos € realizada porque estes animais
sdo mais bem adaptados as regides de clima tropical, quando comparados as
racas taurinas, estas por sua vez adaptadas a regides de climas temperados
(BO et al., 2003).

Uma consequéncia indesejada do aumento da tolerancia as pressodes
ambientais tem sido uma diminuicdo da produtividade e precocidade. A
puberdade no zebu sul-americano ocorre aos 22-36 meses e a idade ao
primeiro parto € de cerca de 44-48 (NOGUEIRA, 2004). Essa idade avancada
ao primeiro parto reduz o retorno econdmico da bovinocultura de corte. Com o
atraso da idade ao primeiro parto, ocorre uma menor producdo de bezerros
durante a vida produtiva da vaca. Além disso, novilhas com idade avancada a
puberdade permanecem na fazenda ocupando areas de pastagens que
poderiam ser destinadas a outras categorias (FERREIRA et al., 2012; ELER et
al., 2010).

As pesquisas em reproducdo bovina vém sendo realizadas em busca da
melhoria de indices, como taxa de prenhez e idade a primeira cria. A ultima, em
particular, esta diretamente relacionada com a idade a puberdade, definida, em
novilhas, como a primeira ovulagdo (NOGUEIRA, 2004). Os mecanismos
enddcrinos envolvidos na puberdade ainda ndo estdo bem esclarecidos em
Bos indicus, mas estudos em maturacédo sexual deram um grande passo com a

descoberta da funcdo da kisspeptina na puberdade (DE ROUX et al., 2003;
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SEMINARA et al., 2003), a qual é capaz de estimular a secre¢cdo de GnRH e
consequentemente a secreg¢ao de hormonio luteinizante (LH). Tendo em vista
essa necessidade de melhoria da eficiéncia reprodutiva do rebanho bovino
nacional, objetivou-se comparar a secrecdo de LH em novilhas Nelore pré-
puberes, mais pesadas e mais leves a desmama, em resposta a kisspeptina
exogena, como forma de avaliar a maturacdo sexual do Sistema Nervoso
Central.

O estudo foi baseado em publicacbes usando camundongo como
modelo, que relatam a necessidade do aparecimento dos receptores para
kisspeptina como limitante para a ocorréncia da primeira ovulagdo. As
hipoteses sdo: 1) a resposta dos animais a kisspeptina aumenta com a idade
com a aquisicdo de receptores GPR54 nos neurénios secretores de GnRH e 2)
em uma mesma idade, novilhas com maior peso a desmama tém maior
resposta a kisspeptina que aquelas mais leves. A comprovacgdo das hipoteses
estabelecidas possibilitara a criacdo uma ferramenta para selecdo de bovinos
precoces. O método consiste na avaliacdo da concentracdo de LH de fémeas
bovinas pré-puberes em resposta a kisspeptina exégena. Quanto maior a
concentragdo de LH, em uma mesma idade, mais precoce devera ser a

novilha.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da puberdade na pecuéria de corte

A puberdade na fémea ocorre quando um animal adquire a capacidade
de ovular associada com o comportamento estral, seguida do desenvolvimento
e manutencdo de um corpo Iuteo funcional (KINDER et al., 1987). A puberdade
pode ser definida como o inicio da vida reprodutiva do animal. Diante desta

definicdo, a idade a puberdade pode ser vista como um limitador econdmico na
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pecuaria de corte (FERRAZ JUNIOR, 2014). Segundo Jainudeen e Hafez
(2004), se submetidas a manejo nutricional adequado as novilhas zebuinas
alcancam a puberdade, geralmente, entre os 18 e 24 meses de idade,
enguanto que nas racas europeéias a primeira ovulacao ocorre entre 11 e 15
meses de idade. Em sistemas extensivos de criacdo de gado de corte, na
maioria dos rebanhos brasileiros, h& dificuldade em identificar o momento exato
da primeira ovulacdo. Um indice que pode ser usado para inferir a idade a
puberdade € a idade ao primeiro parto, que ocorre em torno de 40 meses no
gado zebuino brasileiro (CARDOS; NOGUEIRA, 2007). Um trabalho de
simulacdo mostrou que a reducéo da idade ao primeiro parto de 3 para 2 anos
pode aumentar o retorno econémico do sistema em 16%, pois ao se reduzir a
idade ao primeiro parto em um ano, reduz-se o custo de um ano de recria e
aumenta de 0,5 a 0,8 bezerros por vaca durante sua vida produtiva (ELER et
al., 2010). Além disso, Franco (2005) citou que ao iniciar a reproducdo de
novilhas aos 2 ou 3 anos implica em manter um rebanho de 24 a 48% maior,

respectivamente, que rebanhos com novilhas cobertas aos 15 meses de idade.

2.2 Mecanismo endécrino da puberdade

A idade a primeira ovulacdo € regulada por diversos fatores
neuroenddcrinos. O hipotdlamo é responsavel pela producdo e secrecao de
hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH) que quando liberado nos
capilares do sistema porta-hipofisario alcanca a hipéfise e estimula a producao
e secrecdo de gonadotrofinas (WHITLOCK, 2011). A adenohipofise é
responsavel pela producédo e secrecdo de hormonio foliculo estimulante (FSH)
e luteinizante (LH), ambos reguladores da gametogénese e esteroidogénese
tanto em machos e fémeas (WHITLOCK, 2011).

A contencéo da atividade gonadal em bovinos antes da puberdade pode
ser explicada pela “Hipotese Gonadostatica”, consequéncia do excesso de
retroalimentacdo negativa do estradiol no hipotalamo, inibindo a secrecéo de
GnRH e consequentemente de gonadotrofinas (CARDOS; NOGUEIRA, 2007).

Uma necessidade para a primeira ovulacdo € o aumento da secrecdo de
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GnRH, que ativa o eixo hipofisario-gonadal aumentando a secrecdo de LH
(TENASEMPERE, 2012). Isto ocorre pela diminuicdo da retroalimentacdo
negativa do estradiol no hipotalamo, o que culmina com a primeira ovulacao
(CARDOSO; NOGUEIRA, 2007; MAQUIVAR, 2011). Nesse periodo o estradiol,
passa a exercer efeito de retroalimentacdo positiva no hipotalamo provocando
um pico de LH no final da fase folicular que resulta na ovulagcédo (SMITH et al.,
2009a). Os neurbnios GnRH sdo o0s componentes principais do eixo
reprodutivo, porém ndo expressam 0s receptores para estrégeno (ERa) e
progesterona (P4) que exercem os efeitos de retroalimentacdo deste hormonio
(SKINNER et al., 2001). Acredita-se que a kisspeptina esteja envolvida na
transmissao de sinais de retroalimentacéo fisiolégicos para os neurénios GNRH
interferindo na liberagéo pulsatil do GnRH/LH (SMITH, 2012).

2.3 Sintese de kisspeptina

O gene Kiss-1 codificador da kisspeptina, foi descoberto inicialmente
como supressor de metastase em melanoma maligno humano e
posteriormente associado a reproducdo. Este gene codifica uma proteina
hidrofébica com 145 aminoacidos (prepro-kisspeptina), que apOs primeira
clivagem proteolitica forma a kisspeptina-54 (Kp-54), a maior kisspeptina ja
identificada com 54 aminoacidos (KOTANI et al., 2001; OHTAKI et al., 2001). A
partir da kisspeptina-54, sdo originados outros peptideos como kisspeptina-14
(Kp-14) e a kisspeptina-10 (Kp-10).

A acdo das kisspeptinas nas células ocorre através da ligacao e ativacao
de um receptor acoplado a proteina G, o0 GPR54, atualmente mais chamado de
Kisslr (SMITH, 2012). Todas as formas de kisspeptina podem ativar
eficientemente esse receptor, mas a Kp-10 retém a atividade maxima em
termos de ativagcéo (KOTANI et al., 2001).

2.4 Kisspeptina no controle da reproducédo e da puberdade
As primeiras publicacbes relacionando o papel da kisspeptina na

puberdade ocorreram em 2003. Pesquisadores observaram que mutacdes com
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perda de funcdo do gene GPR54 (receptor para kisspeptina) causam
hipogonadismo hipogonadotréfico em humanos e camundongos (DE ROUX et
al., 2003; SEMINARA et al., 2003). Dentre as pesquisas que evidenciam o
papel da kisspeptina na secrecdo de GnRH estdo a producéo de receptores de
kisspeptina nos neurénios GnRH (HAN et al., 2005, SMITH et al., 2009b), a
presenca de terminacdes dos neurdnios kisspeptina sobre os neurénios GnRH
(CLARKSON; HERBISON, 2006) e a acao direta no aumento da excitabilidade
dos neurénios GnRH (HAN et al., 2005).

A kisspeptina exerce um potente efeito estimulatorio sobre a secregéo
de GnRH e gonadotrofinas. Quando administrada, aumenta a secrecao de FSH
e LH tanto em bezerros machos quanto fémeas (EZZAT AHMED et al., 2009) e
resultados similares foram encontrados em ovelhas (SMITH et al., 2009b),
macacos (SHAHAB et al., 2005) e humanos (DHILLO et al., 2005). Em vacas, a
resposta a kisspeptina foi mais evidente na concentracdo de LH plasmatico do
que na concentracdo de FSH (NANIWA et al., 2013). Em ratos, o LH
apresentou resposta rapida e aumentou em quase 10 vezes em relacdo aos
niveis basais, enquanto que o FSH demonstrou uma resposta com maior
atraso e menor magnitude. A capacidade de resposta do FSH ao Kp-10 parece
ser aproximadamente 200 vezes menos sensivel que a de LH (NAVARRO et
al., 2005a, 2005b).

Ha um efeito dose-dependente da kisspeptina exégena em estimular a
secrec¢ao de FSH e LH em ratos, ovelhas, macacos e humanos (DUNGAN et
al., 2006), porém em alguns estudos, a administracdo de doses mais altas de
kisspeptina levaram a uma menor resposta de LH. Isso pode ocorrer devido
uma dessensibilizacdo rapida do hipotalamo a nivel do seu préprio receptor
(GEORGE et al., 2011), apés uma continuada exposicdo a kisspeptina
(SEMINARA et al., 2006, RAMASWAMY et al., 2007). De ac¢éo rapida, o pico
da concentragcéo de LH em bovinos ocorre 20 minutos apos a administragdo de
kisspeptina por via intramuscular (EZZAT AHMED et al., 2009).

A participacdo da kisspeptina na puberdade em camundongos ocorre em

trés estagios, primeiro ha o aumento da quantidade de mRNA de GPR54 nos
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neurénios secretores de GnRH, depois estes neurbnios respondem ao estimulo
do GPR54 e por fim ocorre a aposi¢céo dos neurdnios secretores de kisspeptina
com os neurdnios secretores de GnRH (CLARKSON et al., 2010). Durante a
puberdade, a ativacdo dos neurbnios secretores de GnRH ocorre em duas
etapas: 1) aumenta a possibilidade de secrecao de kisspeptina estimulada pelo
estradiol (receptores a) e 2) o estabelecimento da capacidade dos neurdnios de
GnRH em responder a kisspeptina (receptores GPR54).

Foi demonstrado em ovelhas, a participacdo dos neurbnios secretores
de kisspeptina na retroalimentagdo positiva do estradiol estimulando a
secrecdo de GnRH, resultando no pico preovulatorio de LH (SMITH et al.,
2009b). De fato, foram descritos receptores para estradiol (ERa) nos neurénios
secretores de kisspeptina (BLISS et al., 2010; D’ANGLEMONT DE TASSIGNY;
COLLEDGE, 2010). Estes achados ajudam a explicar porque 0s neurdnios
secretores de GnRH ndo possuem receptores para estradiol nem para
progesterona, fortalecendo a ideia de que existe um componente intermediario
na retroalimentacdo dos esterdides gonadais no hipotalamo (SMITH et al.,
2009b).

Camundongos com hipogonadismo hipogonadotréfico, por auséncia
congénita de kisspeptina, podem ter seu fendtipo restabelecido com a
administracdo do peptideo, o que ndo ocorre naqueles em que a doenca ocorre
devido a falta de GPR54 (BLISS et al.,, 2010). Com a aproximacdo da
puberdade ha um aumento da porcentagem de neurénios secretores de GnRH
responsivos a kisspeptina (HAN et al.,, 2005). De forma ilustrativa, o
desenvolvimento do sistema neuroenddécrino relacionado com a maturacéo
sexual envolvendo a kisspeptina no camundongo pode ser observado na

Figura 1.
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Figura 1 - Relag&do temporal entre a expressédo de GPR54 nos neurdnios de
GnRH (@), neurdnios de GnRH com aposicao de kisspeptina (b) e neurbnios
secretores de kisspeptina no nudcleo periventricular anteroventral (AVPV) (c)
durante o desenvolvimento poés-natal do camundongo. A puberdade nesta
espécie: aos 30 a 35 dias de vida (CLARKSON et al., 2010).
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A secrecdo de LH em resposta a kisspeptina foi comparada em novilhas
pre-puberes da raca Gir (6-10 meses) com novilhas de peso semelhante (~215
kg) da raca Holandesa (4-8 meses) por Gustavo Guerino Macedo (2013).
Essas novilhas foram tratadas com diferentes doses de kisspeptina
intramuscular e as amostras de sangue foram colhidas seriadamente antes e
ate 270 minutos apos a injecdo de Kkisspeptina. A concentracdo de LH

plasmatico foi avaliada e os resultados estao apresentados na Tabela.l.
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Tabela 1 - Area sob a curva (ng/min) para a concentragdo total de LH no
periodo de coleta (ASC), e &rea sob a curva para o pico de secrecao de LH
(ASC pico) em resposta a administracao intramuscular de diferentes doses de

kisspeptina (ug/kg) em bezerras da raca Holandes ou Gir (MACEDO, 2013).

ASC ASC pico

Gir (n=24) Hol (n=24) Gir (n=24) Hol (n=24)

Kp2,5ug/lkg  58,6+7,7% 116,2+18,2%° 26,8+3,4*  50,8+11,5*
Kp5,0 uglkg  73,7421,2**  204,5+55,1%® 35,9+10,4*  96,2+28,2%°
Kpl0,0 uglkg 172,1+27,9°* 457,8+91,7°® 84,5+13,6™  223,4+44 2"

*letras minUsculas indicam diferenca entre linhas e letras mailsculas indicam
diferenca entre colunas.

Chama a atenc¢éo o fato dos animais da raca Gir secretarem menos que
duas vezes a quantidade de LH secretada pelos animais da raca Holandésa,
mesmo sem diferenca de peso. Essa diferenca na concentracdo de LH em
resposta a kisspeptina pode ser consequéncia da diferenca na quantidade de
receptor (GPR54) para kisspeptina nos neurdnios secretores de GnRH.

Considerando as observacdes em camundongo com as relatadas por
Macedo elaboramos o presente projeto buscando avaliar se a resposta a
kissptina aumenta com a idade das novilhas e se novilhas que atingem a
puberdade mais cedo respondem mais a kisspeptina que novilhas tardias.

3 MATERIAL E METODO

Todos os procedimentos experimentais realizados foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” da Faculdade de Odontologia, Campus de Aracatuba
processo FOA-2013-01224.
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3.1 Local de experimento e animais

O experimento foi realizado na Fazenda Santa Encarnagdo, em
Bataguassu, Mato Grosso do Sul, Brasil, 21°43’13.692” de latitude sul, 52°
25'46.823” de longitude oeste e 349 metros de altitude. A fazenda é utiliza
ferramentas para selecédo de precocidade como desafio de novilhas aos 16
meses, abate de animais que ndo emprenham na primeira IATF além da
selecdo de reprodutores através de DEPs para precocidade. As atividades
foram realizadas de maio de 2015 a janeiro de 2016.

De 184 fémeas da raca Nelore recém-desmamadas, aos oito meses de
idade, foram segregadas as 25 mais leves com pesos entre 165 e 182 kg (174
+ 1,47 kg) e 25 mais pesadas com pesos entre 222 e 251 kg (232 = 1,06 Kg),
de acordo com peso a desmama. O objetivo de se utilizar os extremos da
populacdo foi o de aumentar a chance de variacdo da idade a prenhez. As
novilhas permaneceram durante todo periodo experimental em um Unico lote,
em pastejo rotacionado com Brachiaria decumbens, com acesso a suplemento
mineral e &gua ad libitum.

As dosagens hormonais foram realizadas no Laboratério de

Endocrinologia da Unesp — Campus de Aracatuba.

3.2 Aplicacao de kisspeptina e coleta de sangue

As cinquenta fémeas foram desafiadas uma vez ao més, por nove
meses (8 a 16 meses de idade), com kisspeptina exdgena (kisspeptin-10,
American Peptides®; 10 pg/kg, IM) e a coleta de sangue foi feita vinte minutos
ap0s sua aplicacdo. Esse foi o intervalo relatado por Ezzat (2009) que
observou o0 maximo de secrecado de LH depois de 20 minutos da aplicacéo da
kisspeptina exégena.

Para viabilizar um manejo que permitisse o desafio com kisspeptina de
um maior numero de animais, sem a necessidade de esperar 20 minutos apés
a administracdo com o animal no tronco de contencao, foi desenvolvido um
protocolo de manejo descrito a seguir. A medida que os animais entravam na

seringa, estes eram numerados com tinta xadrez na regidao lombar e o nimero
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de identificacdo (brinco) era anotado em uma planilha correspondendo a
numeracdo da lombar. A kisspeptina exdgena, diluida em solucdo salina, era
entdo administrada com intervalo de 2 a 5 minutos entre os animais, e o horario
de aplicacdo e coleta anotados para cada animal. Gradativamente, com o
tempo de espera entre a administracdo do farmaco e a coleta do sangue, os
animais entravam no tronco de conten¢ao para a coleta de sangue. Buscamos
elaborar um procedimento o mais simples possivel para que pudesse ser

aplicado em larga escala facilitando o manejo da fazenda.

Figura 2 - Animais numerados na regiao lombar com tinta xadrez, aguardando

a coleta de sangue, 20 min apos aplicacé@o de kisspeptina.




28

Em quatro dos nove meses de experimento (aos 8, 12, 15 e 16 meses
de idade) os animais foram pesados apds a coleta de sangue. As pesagens
coincidiam com os meses de menor intensidade das atividades na fazenda. A
partir destas pesagens, estimamos o0 peso das novilhas nos meses restantes,
por meio de uma equacéo de primeiro grau, € com essas estimativas o ganho
de peso diério.

O sangue foi coletado em tubos de ensaio com EDTA +NaF (6 mg+12
mg; BD Vacutainer®), sendo armazenado sob refrigeracdo a 4°C até
centrifugacdo. O sangue foi centrifugado a 3000 rpm por 15 min (centrifuga
Fanen Exelsa Baby | modelo 206) para obtengcédo do plasma, que foi aliquotado
em tubos Axygen Scientific MCT-200B em duplicata. Estas amostras foram
armazenadas em freezer a -20°C até a quantificacdo hormonal.

Aos 16 meses, as novilhas foram expostas a touros Nelore (previamente
avaliados) na proporcdo de 25:1, onde permaneceram em estagcdo de monta
por 60 dias. Trinta dias ap6s o final da estacdo de monta, foi realizado o
diagnéstico de gestacao por ultrassonografia e foi estimada a idade gestacional

dos fetos.

3.3 Quantificagdo hormonal

As concentracbes de LH foram mensuradas por radioimunoensaio
adaptado “in house” (BOLT; ROLLINS, 1983). Em todos os ensaios foi
realizada a dosagem de duas concentragdes de Controle Alto (5,258 ng/ml) e
duas de Controle Baixo (1,991 ng/ml). Foi calculado o coeficiente de variagcéo
inter (CA: 15,55% CB: 20,41%), intraensaio (CA: 23,29% CB: 25,60%) e os
limites de deteccdo e de quantificacdo que foram de 0,72 e 0,94 ng/ml,
respectivamente.

A leptina foi mensurada por radioimunoensaio “in house” adaptado do
descrito por Beltran (2007). Em todos os ensaios foi realizada a quantificagéo
de duas concentragbes de Controle Alto (27,476 ng/ml) e duas de Controle
Baixo (1,743 ng/ml). Coeficiente de variacdo inter (CA:11,61% CB: 23,14%),
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intraensaio (CA: 9,84% CB: 23,94%) e limites de deteccdo e quantificacao de
0,79 e 2,22 ng/ml, respectivamente.

A concentracdo de progesterona foi obtida utilizando kit comercial de
RIA (RIA Progesterone, ImmuChem™ Double Antibody®). Foi realizada em
todos os ensaios a dosagem de duas concentracdes de Controle Alto (9,50
ng/mL) e dois Controle Baixo (0,30 ng/mL). Coeficiente de variacao inter (CA:
17,7% CB: 15,02%), intraensaio (CA: 14,09% CB: 5,92%) e limites de deteccao
e quantificacdo de 0,41 e 0,35 ng/ml, respectivamente.

A concentragdo de IGF-I foi obtida através de ensaio imunoenzimético
competitivo (CELISA) “in house”, descrito por Maioli e Nogueira (2017).
Coeficiente de variacao inter (CA: 12,8% CB: 17,17%), intraensaio (CA: 7,35%
CB: 10,95) e limites de deteccdo e quantificacdo de 1,90 e 5,77 ng/ml,

respectivamente.

3.4 Analise Estatistica

As comparacOes de LH, IGF-I e leptina entre os grupos leve e pesado, e
prenhe e ndo prenhe, assim como as comparacdes da concentracdo de LH em
diferentes idades, foram realizadas pelo test t ndo pareado.

As comparacfes de peso e ganho de peso diario entre 0s grupos leve e
pesado, e prenhe e ndo prenhe, foram realizadas pelo test t ndo pareado.

A comparacao do tempo gestacional entre os grupos leve e pesado foi
feito pelo teste t ndo pareado.

Os resultados das andlises estatisticas foram apresentados como média
e erro padrédo e foram consideradas significativas quando p<0,05. As anélises

estatisticas foram efetuadas empregando-se o programa GraphPad Prism 6.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A kisspeptina é considerada um forte estimulador da secrecdo de
GnRH/LH (TENA-SEMPERE, 2010) e a mais importante descoberta na
neuroendocrionologia apods o isolamento do GnRH (revisado por ROA et al.,
2008).

A kisspeptina apresenta papel crucial na regulacdo da secrecéo do
GnRH, e assim, consequentemente, das gonadotrofinas LH e FSH (DHILLO et
al., 2005; HASHIZUME et al., 2010). Isto tem sido mostrado em ratos (MATSUI
et al., 2004; NAVARRO et al, 2005), humanos (DHILO et al., 2000, 2005), e
macacos (SHAHAB et al., 2005), contudo em bovinos apenas dois estudos
foram realizados (KADOKAWA et al., 2008; WHITLOCK et al., 2008).

Na Figura 3 observamos uma alta concentracdo de LH em resposta a
kisspeptina logo no primeiro més de coleta (3,06£0,19 ng/ml). A média da
concentragcdo plasmatica de LH em bezerras Nelore aos oito meses de idade
foi de 0,73 ng/ml (CARDOSO et al.,, 2009). Esse aumento de 419% na
concentracdo de LH em relacdo a concentracdo basal, demonstra que as
bezerras responderam a kisspeptina exdgena nesta idade.

Houve um aumento da resposta a kisspeptina exdégena ao longo do
tempo (p<0,0001) que sugere a confirmacdo de nossa hipétese de que a
resposta a mesma dose de kisspeptina aumenta com a idade provavelmente
pelo aumento na quantidade de receptores GPR54 para kisspeptina nos
neurdnios secretores de GnRH. Neste experimento a concentracado basal de
LH, antes da aplicacéo de kisspeptina nao foi avaliada, uma vez que o objetivo
do experimento foi buscar uma metodologia que permitisse identificar animais
com puberdade precoce, a avaliagdo dos niveis basais inviabilizaria 0 manejo

de administragéo e coleta de sangue.
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Figura 3 - Comparativo das concentra¢des plasmaticas de LH, mensuradas 20
min apos a aplicagcdo de 10ug/kg de kisspeptina exdégena. (A) grupo leve
(174kg) e pesado (232kg), de acordo com peso a desmama. (B) grupo prenhe

e ndo prenhe. Dados apresentados como média+EPM.
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Foi possivel observar uma diminuicdo na concentracdo de LH nas
novilhas mais pesadas e nas novilhas que ficaram prenhes, uma suposicéo é a
de que nesses grupos 0s animais comecaram a ovular antes que as novilhas
mais leves e ndo prenhes. O antecipado aumento da concentracdo de

progesterona nesses grupos suprimiu a resposta a kisspeptina em alguns
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animais, esse efeito ficou mais evidente no 15° més de idade quando a maioria

dos animais provavelmente j& havia ovulado (Figura 4).

Figura 4 - Comparativo das concentracdes plasmaticas de P4. (A) grupo leve
(174kg) e pesado (232kg), de acordo com peso a desmama. (B) grupo prenhe
e ndo prenhe. Dados apresentados como média+EPM.

A
8 = n=25
-©- Leve
7-
M Pesado
i
v E
o (@2}
N n=24

—%— Prenhe
-~ N&o Prenhe

P4
(ng/mL)

Idade (meses)

Comparamos a concentracdo de LH aos oito meses, com 0s meses
seguintes para buscar o més de maior efeito da kisspeptina e menor efeito da

progesterona, os resultados séo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Comparativo da concentracdo de LH aos oito meses de idade com
0S meses seguintes, entre os grupos prenhe (n=38) e ndo prenhe (n=11),

analisado a partir de test t. Dados apresentados como meédia+EPM.

Concentracdo de LH (ng/ml)

Grupos
8 10 11 12 13 14

Prenhes  3,03+0,23% 2,91+0,20° 3,49+0,27° 3,70+0.29° 3,79+0,27° 4,02+0,30°

N&o prenhes 3,16+0,29* 3,19+0,41* 3,58+0,27" 4,09+0,38% 4,30+0,50° 4,88+0,61°

*letras mindsculas indicam diferenca entre 0s meses nos animais prenhes e

letras maiusculas indicam diferenca entre 0s meses nos animais nédo prenhes.

Nas novilhas do grupo prenhe, a partir do 11° més de idade a
concentracdo de LH em resposta a kisspeptina exbégena ja diferiu da
concentracdo a desmama (p=0,03), enquanto que no grupo ndo prenhe, essa
diferenca foi observada aos 12 meses de idade (p=0,02). A ferramenta de
selecdo para precocidade pode ser baseada na diferenca de maturacdo do
hipotalamo entre novilhas tardias ou precoces utilizando a concentracéo de LH
em resposta a kisspeptina como referéncia, mas sera necessaria a utilizacéo
de um numero maior de animais e outros estudos para comprovar essa
hipotese.

Comparando a variagdo do peso entre os grupos leve e pesado,
observou-se que houve diferenca no peso a desmama que se manteve até o
fim das coletas (p<0,0001), mas o ganho de peso diario ndo diferiu entre os
grupos (p=0,5712) até os 15 meses, sendo maior no grupo pesado entre os 15

e 16 meses de idade (p<0,05), como mostrado na Figura 5.
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Figura 5 - Comparativo de peso médio mensal dos 8 aos 16 meses de idade.
(A) grupo leve (174kg) e pesado (232kg), de acordo com peso a desmama. (B)

grupo prenhe e ndo prenhe. Dados apresentados como média+EPM.
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Em novilhas de corte, o més de nascimento interfere na idade a
puberdade, por interferir no ganho de peso pré-desmama. Novilhas mais leves
a desmama sao mais tardias que novilhas mais pesadas (DAY; NOGUEIRA,
2013). O grupo de maior peso a desmama apresentou uma taxa de prenhez de
92% (23/25) enquanto que o grupo leve teve 62,5% (15/24). ApGs 0 nascimento

mecanismos endocrinos garantem o sistema reprodutivo fique contido até que
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a bezerra possua um desenvolvimento somatico compativel com a reproducdo,
proximo de 65-70% do peso adulto (SEMMELMANN et al., 2001). Sinais
endocrinos indicando que o gasto de energia com o0 crescimento e
desenvolvimento esta diminuindo, permitem o direcionamento de nutrientes
para a gestacao, parto e lactagcdo (NOGUEIRA, 2004).

No inicio da estacdo de monta, novilhas do grupo pesado que ficaram
prenhes, estavam mais pesadas que as que ficaram prenhes no grupo leve
(32045 kg vs 27214 kg), e , as que emprenharam no grupo leve estavam mais
pesadas que as que ndo emprenharam (272+4 kg vs 254+4 kg). De acordo
com a estimativa do tempo gestacional 30 dias ap6s o final da estacdo de
monta, as novilhas do grupo pesado emprenharam em média 15 dias mais

cedo que as novilhas do grupo leve (p=0,0092, Figura 6).

Figura 6 - Tempo gestacional médio estimado aos 30 dias apés o fim da
estacdo de monta em novilhas Nelore separadas em leves (n=24, 174kg) e
pesadas (n= 25, 232kg) de acordo com peso a desmama. Dados apresentados

como média+EPM.
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Os neurdnios Kissl sdo o0s principais componentes das vias
neuroendocrinas pelos quais a homeostase energética e a reproducdo estdo
funcionalmente acoplados (DIAS et al., 2009) e a restricdo alimentar é
associada com inibicdo da expressdo do gene de kisspeptina (Kissl)
(CASTELLANO, 2005). Assim, a kisspeptina foi vista como um possivel
mediador entre status metabdlico e eixo hipotalamo-hipoéfise-gbnada (DUNGAN
et al., 2006; SCHNEIDER, 2004). Por isso, quantificamos a concentracdo do
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) nas amostras de plasma por
variar em fungdo da concentracdo de GH e ser um sinalizador do status
energético do animal.

Sabe-se que a baixa concentracdo circulante de IGF-I (assim como a
baixa de insulina) acarreta a diminuicdo da expressdao do RNAm Kissl (HINEY
et al., 2009; PRALONG, 2010), e que o IGF-I estimula a expressao do gene
Kissl no AVPV (HINEY et al., 2009), portanto, comparamos a concentra¢gao do
IGF-I no plasma entre os grupos leve e pesado, assim como entre as novilhas
que ficaram prenhe ou ndo prenhe, para avaliar o possivel efeito na fertilidade

dos animais (Figura 7).
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Figura 7 - Comparativo das concentragcbes plasmaticas de IGF-I. (A) grupo
leve (174kg) e pesado (232kg), de acordo com peso a desmama. (B) grupo

prenhe e ndo prenhe. Dados apresentados como média+EPM.
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A concentracdo de IGF-I foi maior aos 12 meses nas novilhas que nao
ficaram prenhes e aos 15 meses nas novilhas mais leves a desmama.

O estimulo para sintese e secrecao de IGF-I pelo figado, o seu principal
local produtor, é feito pelo GH (BUTLER; ROITH 2001) e uma hipotese é a de
gue as novilhas mais leves, incluindo as que novilhas que ndao emprenharam,

ainda estariam em crescimento, ou seja, nao haviam atingido o
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desenvolvimento somatico ideal para inicio da reproducédo, portanto, é de se
supor que a concentracdo de GH esteja mais elevada nestes animais,
refletindo na concentracao de IGF-I.

Outro elemento que pode regular a producdo de kisspeptina € a leptina,
hormonio secretado por adipdcitos que sinaliza ao SNC o status energético do
animal.

A leptina atua como estimulador da expressédo do Kissl no hipotalamo
(CASTELLANO et al., 2006a). Seus receptores (Ob-R) sdo expressos no ARC
e POA (BACKHOLER et al., 2010; SMITH et al., 2006), foram localizados nos
neurdnios secretores de kisspeptina, mas ndo estdo presentes nos neurdnios
secretores de GnRH (QUENNELL et al., 2009; SMITH et al., 2009a), sugerindo
que a Kkisspeptina atua como um neurotransmissor de um interneurdnio
modulando a liberacdo de GnRH. Uma reducédo na concentracdo de leptina
diminui a expressdo do gene Kissl no ARC (SMITH et al. 2006) e
camundongos portadores de mutacdo no gene da leptina apresentaram
diminuicdo na expressdo de Kissl que foi revertida apds o tratamento com
leptina (LUQUE et al., 2007).

Os comparativos da concentracdo de leptina entre os grupos leve e

pesado, e prenhe e ndo prenhe, estdo na Figura 8.
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Figura 8 - Comparativo das concentracdes plasmaticas de leptina. (A) grupo

leve (174kg) e pesado (232kg), de acordo com peso a desmama. (B) grupo

prenhe e ndo prenhe. Dados apresentados como média+EPM.
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Durante os meses de aplicacdo de kisspeptina e coleta de sangue, a

concentracdo de leptina se manteve maior nas fémeas mais pesadas a

desmama aos 13, 15 e 16 meses de idade (p<0,0001) quando comparado as

fémeas mais leves. As novilhas que ficaram prenhes apresentaram maior

concentracéo de leptina aos 9 e 10 meses de idade quando comparadas com

as novilhas que ndo emprenharam (p<0,0001) e isso pode ser explicado mais

uma vez pela diferenca de peso entre esses animais.
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5 CONCLUSAO

A concentracdo de LH em resposta a kisspeptina exégena aumenta com
a idade, mas essa resposta ndo é maior em animais mais pesados a desmama.
A concentracdo de LH em resposta a kisspeptina exdogena foi suficiente para
identificar variacdo na maturacdo hipotalamica entre fémeas prenhes e nao
prenhes e pode ser um caminho para uma ferramenta de selecdo para a

precocidade.

6 IMPLICACAO

A alta concentracdo de LH ja no primeiro més de coleta sugere a
presenca de muitos receptores para kisspeptina no SNC, incentivando a
estender o experimento para animais mais jovens buscando o inicio do
aparecimento dos receptores para kisspeptina como foi relatado para
camundongos. ldentificar os animais quanto a precocidade antes da desmama
podera ser ainda mais interessante do ponto de vista econdmico na

comercializacao de bezerras.
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