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RESUMO

CARVALHO, M. V. Efeito do fornecimento cronico de leptina e da nutricdo na
maturacdo sexual de novilhas zebuinas (Bos taurus indicus). [Effect of Chronic Leptin
Administration on Sexual Maturation of Zebu Heifers (Bos taurus indicus)]. 2009. 115 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2009.

O objetivo deste estudo foi avaliar o fornecimento cronico de leptina recombinante ovina
(oLeptina) e do nivel de energia da dieta na idade, peso vivo (PV), escore de condi¢do
corporal (ECC) e composicdo corporal a puberdade, assim como avaliar seus efeitos no
desenvolvimento dos foliculos ovarianos € no consumo de matéria seca (CMS). Foram
utilizadas 36 novilhas da raca Nelore, com média de 18 a 20 meses de idade, 276,1 + 17,9 kg
PV e ECC de 4,7 £+ 0,46, distribuidas aleatoriamente em trés tratamentos: A) Dieta de alta
energia; B) Dieta de baixa energia, BL) Dieta de baixa energia com administracdo subcutanea
de oLeptina. Os animais foram alojados de 2 baias coletivas de acordo com a dieta oferecida.
As dietas foram formuladas para promover um ganho de peso médio diario (GMD) de 0,3 kg
PV/dia e 1,0 kg PV/dia. O controle de consumo foi feito através da pesagem diaria das sobras
e manuten¢do dessas entre 5 e 10% do total oferecido. Os animais foram pesados e tiveram o
ECC avaliado duas vezes por semana, para acompanhamento do GMD. Foi administrado 12 g
de oxido de cromo/animal/dia por degluticdo for¢ada por 10 dias, com coleta de amostras de
fezes, dieta e sobras nos ultimos 5 dias, para estimativa do consumo individual de MS e
energia, através da determinag¢do do cromo nas fezes e do FDNIi nas fezes, dietas e sobras. O
grupo BL recebeu 4,8 pg de oLeptina/kg PV, via subcutanea, duas vezes ao dia (6:00 e 18:00
horas) por 56 dias, enquanto os grupos A e B receberam 2 ml de solucdo salina. O diametro
maximo do foliculo dominante (FD) e a presenga de corpo luteo (CL) foram avaliados através
de ultrassonografia transretal duas vezes por semana, at¢ o momento da puberdade. No
momento da ultrassonografia, foram coletadas amostras de sangue, por puncdo da veia
jugular, para dosagem da concentracdo sérica de progesterona. A idade a puberdade foi
considerada como a idade na primeira detec¢do de um CL, confirmado como sendo funcional
por dosagem de progesterona acima de 1 ng/ml. Apds a confirmagdo da puberdade os animais
foram abatidos para estimativa da composi¢do corporal, através da determinacdo do teor de
agua em cortes da 9a-10a-11a costelas. O maior teor de energia na dieta reduziu a idade e
aumentou o ECC a puberdade (P<0,05). A leptina ndo teve efeito na idade, PV ou ECC a

puberdade (P>0,05). Tanto o maior consumo de energia quanto a leptina aumentaram a



velocidade de crescimento e determinaram maior didmetro médio do FD (P<0,05), entretanto
a velocidade de crescimento do FD do grupo BL voltou a diminuir, igualando-se a do grupo
BL, apo6s cerca de 30 dias de tratamento, comportando-se de forma quadratica a andlise de
regressdo. O maior consumo de energia determinou maior teor de extrato etéreo e menores
teores de proteina, matéria seca ¢ matéria mineral no corpo vazio, além de maior espessura de
gordura subcutanea e area de olho de lombo na carcaga (P<0,05). A aplicacdo de leptina ndo
alterou a composicao corporal das novilhas a puberdade (P>0,05). Nao houve diferenca no
CMS (kg MS/dia) entre os grupos, entretanto o grupo A teve menor CMS em % PV, além de
maior consumo de energia digestivel, metabolizavel e liquida para ganho (P<0,05). A leptina
ndo reduziu o CMS das novilhas (P>0,05) tanto em kg MS/dia quanto em % PV. A energia
acelera a obtencdo da puberdade e altera a composicdo corporal & puberdade de novilhas
zebuinas. A aplicagdo de leptina ndo acelerou a obtencdo da puberdade de novilhas zebuinas
em baixo consumo de energia, mas aumentou temporariamente a taxa de crescimento folicular

desses animais.

Palavras-chave: Leptina. Energia. Novilha. Nelore. Puberdade. Composicdo Corporal.

Consumo.



ABSTRACT

CARVALHO, M. V. Effect of Chronic Leptin Administration on Sexual Maturation of
Zebu Heifers (Bos taurus indicus). [Efeito do fornecimento crénico de leptina e da nutrigdo
na maturag¢do sexual de novilhas zebuinas (Bos taurus indicus)]. 2009. 115 f. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, Pirassununga, 2009.

This study was carried out to evaluate the effects of chronic administration of recombinant
ovine leptin (oLeptin) and the energy level of the diet on age, body weight (BW), body
condition score (BCS) and body composition at puberty, as well as to evaluate its effects on
dominant follicle (DF) development and dry matter (DM) intake. Thirty six Nellore heifers,
18 to 20 months old, with 276.1 = 17.9 kg BW and BCS of 4.7 £ 0.46 were randomly
distributed into three treatments: H) High energy diet; L) Low energy diet; LL) Low energy
diet with subcutaneous administration of oLeptin. Heifers were housed in two collective pens
according to the diet offered. Diets were formulated to promote an average daily gain (ADG)
of 0.3 kg BW/day and 1.0 kg BW/day. Intake was controlled daily by weighting the orts and
keeping it between 5 and 10% of the total offered. Heifers were weighed and had their BCS
was evaluated twice weekly, in order to control the ADG. Heifers received 12 g of chromic
oxide/animal/day by forced swallowing for 10 days, while feces, diet and orts were sampled
in the last 5 days, in order to estimate individual DM and energy intake, which was done by
feces determination of chromic oxide, and diet and, feces and orts determination of iNDF. The
LL group received 4.8 ng oLeptina’kg BW, subcutaneously, twice a day (at 06:00 and 18:00),
for 56 days, while H and L groups received 2 ml of saline solution. Maximum DF diameter
and presence of corpus luteum (CL) were evaluated twice weekly by transrectal ultrasound,
until heifers achieved puberty. At the time of ultrasound evaluation, blood was sampled by
jugular venipuncture for serum progesterone determination. Age at puberty was considered as
age at first detection of a CL confirmed to be functional by serum progesterone above 1
ng/ml. After puberty confirmation heifers were slaughtered for body composition estimation,
which was done by water determination on 9a-10a-11a rib cuts. High energy intake reduced
age and enhanced BCS at puberty (P<0.05). Leptin administration did not affect age, BW or
BCS at puberty (P>0.05). The high energy intake as well as leptin administration accelerated
the DF growth and determined greater DF diameter (P<0.05), however the rate of growth on
the LL group decreased after around 30 days of treatment equaling the rate of growth of the L

group, and behaving in a quadratic manner at regression analysis. High energy intake



enhanced ether extract and lowered protein and minerals proportion on empty body (P<0.05).
It also enhanced carcass subcutaneous fat and the longissimus muscle area (P<0.05). Leptin
administration did not alter the body composition of heifers at puberty (P>0.05). There was no
difference on DM intake (kg DM/day) between groups, however the H group had higher DM
intake in terms of % BW, as well as higher intake of digestible, metabolizable and net energy
for gain (P<0.05). Leptin did not reduce DM intake neither in terms of kg BW/day nor % BW
(P>0.05). Energy intake accelerates the onset of puberty and alters body composition at
puberty of zebu heifers. Leptin administration did not accelerate puberty onset of zebu heifers
receiving low energy diet, but temporarily enhanced the follicular growth rate of these

animals.

Keywords: Leptin. Energy. Heifer. Nellore. Puberty. Body composition. Feed intake.
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1INTRODUCAO

A bovinocultura de corte responde por cerca de 10% da producdo agropecudria total
brasileira (Censo Agropecuario 2006, IBGE). Além de possuir o segundo maior rebanho
comercial de bovinos do mundo, com cerca de 171,6 milhdes de cabecas em 2006 (Censo
Agropecudrio 2006, IBGE), o Brasil ainda ¢ considerado o maior exportador mundial de carne
bovina (1,23 milhdes de toneladas em 2006), superando inclusive a Australia.

Hoje, a raga Nelore (Bos taurus indicus) é a mais difundida no Brasil, apresentando
grande importancia no crescimento da pecuaria de corte nacional. Apesar de bem adaptado as
condi¢des tropicais, entretanto, o Nelore pode ser considerado sexualmente tardio, pois atinge
a puberdade com idade mais avancada que racas européias (Bos taurus taurus), mesmo
quando criados em condigdes semelhantes (THALLMAN et al., 1999; RODRIGUES et al.,
2002).

A reprodu¢do ¢ um dos principais fatores determinantes da lucratividade e limitantes
do desempenho da atividade pecudria (OLIVEIRA et al., 2003; SILVA, 2005), sendo que o
inicio da atividade reprodutiva de fémeas de corte influencia diretamente a rentabilidade da
criacdo de bezerros de reposicao, além de ser um dos principais responsaveis pela baixa taxa
de desfrute do rebanho brasileiro. A idade ao primeiro parto (IPP) depende diretamente da
idade a puberdade, a qual, por sua vez, sofre influéncia de diversos fatores externos, como
nutri¢cdo e a estagdo do ano (fotoperiodo), por exemplo.

Tanto em novilhas Bos indicus (RODRIGUES et al., 2002) como em novilhas Bos
taurus (EVANS et al.,, 1994), o inicio da puberdade ¢ determinado pela maturacdo do
hipotalamo, resultando em reducdo do feedback negativo do estrogénio, maior freqiiéncia de
pulsos de hormoénio luteinizante (LH) e eventual ovulagdo (KINDER et al., 1995). Os
mecanismos fisioloégicos envolvidos na maturacdo do hipotalamo, entretanto, ainda ndo sao
totalmente compreendidos, mas ja estd provado que tanto o peso vivo (PV) quanto a condicao
corporal influenciam claramente a idade a puberdade (MORAN et al., 1989).

Hé mais de vinte anos foi proposta a existéncia de uma relagdo complexa entre indice
de massa corporal (adiposidade) e controle do eixo reprodutivo central, a qual atuaria como
reguladora da obtencdo da puberdade e da manutencdo da atividade reprodutiva normal em
varias espécies (FRISCH et al., 1980; BRONSON, 1987). Recentemente postula-se que a
leptina, hormdnio inibidor do apetite produzido pelo tecido adiposo, seja a responsavel por

sinalizar a condi¢do corporal do animal ao hipotalamo, agindo através da ligagdo com
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receptores hipotalamicos especificos e exercendo um efeito permissivo a obtencdo da
puberdade (BARASH et al., 1996).

Virios fatores indicam que a leptina seja o elo entre nutrigdo e reproducdo. A
concentragdo sangiiinea de leptina em bovinos jovens ¢ positivamente correlacionada com a
quantidade das reservas corporais de energia (tecido adiposo) (EHRHARDT et al., 2000) e
com a ingestdo de calorias (BLACHE et al., 2000); a leptina sérica aumenta naturalmente
conforme a puberdade se aproxima, em diversas espécies (GARCIA et al., 2000; DIAZ-
TORGA et al, 2001); a presenga de leptina ¢ um requerimento essencial para a obten¢do da
puberdade em humanos (CUNNINGHAM et al., 1999). Além disso, observa-se que a
administracao de leptina exogena ¢ capaz de induzir a puberdade em roedores e resgatar
camundongos geneticamente obesos da esterilidade (CHEHAB et al., 1997; MOUNZIH et al.,
1997).

Diversas linhas de pesquisa apontam a leptina como principal limitante da maturagao
sexual em novilhas mal alimentadas. Estudos demonstraram que a restri¢ao alimentar reduz a
concentragdo basal e a pulsatilidade do LH e que a administracdo de leptina exdgena reverte o
quadro (NAGATANI et al., 1998; AMSTALDEN et al., 2002; ZIEBA et al., 2004), e sugerem
que animais com maior expressdo de leptina no tecido adiposo podem atingir a puberdade
mais cedo, com menor peso vivo (PV) (VAICIUNAS, 2007). Observa-se que a leptina age
diretamente no hipotdlamo e possivelmente também na hipdfise, estimulando a secre¢do do
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e do LH durante o estado de subnutri¢dao, ndo
sendo capaz de acelerar a puberdade em novilhas bem alimentadas (MACIEL et al., 2004a;
ZIEBA et al., 2004).

A elucidagdo do mecanismo regulador da precocidade sexual de fémeas Nelore ¢
imprescindivel para o desenvolvimento de protocolos terapéuticos de inducdo da puberdade,
ou para programas de selecdo genética mais eficazes na producdo de linhagens de bovinos
precoces, visando aumentar a eficiéncia da producdo de novilhos de corte. A reducao na idade
ao primeiro parto e o aumento na taxa de prenhez de vacas no pds-parto podem aumentar

significativamente a taxa de desfrute do rebanho bovino brasileiro.



24

REFERENCIAS

AMSTALDEN, M.; GARCIA, M. R.; STANKO, R. L.; NIZIELSKI, S. E.; MORRISON, C.
D.; KEISLER, D. H.; WILLIAMS, G. L. Central infusion of recombinant ovine leptin
normalizes plasma insulin and stimulates a novel hypersecretion of luteinizing hormone after
short-term fasting in mature beef cows. Biology of Reproduction, v.66, p.1555-1561, 2002.

BARASH, 1. A.; CHEUNG, C. C.; WEIGLE, D. S.; REN, H.; KABIGTING, E. B
KUIJPER, J. L.; CLIFTON, D. K.; STEINER, R. A. Leptin is a metabolic signal to the
reproductive system. Endocrinology, v. 137, p. 3144-3147, 1996.

BLACHE, D.; TELLAM, R. L.; CHAGAS, L. M.; BLACKBERRY, M. A.; VERCOE, P. E.;
MARTIN, G. B. Level of nutrition affects leptin concentration in plasma and cerebrospinal
fluid in sheep. Journal of Endocrinology, v. 165, p. 625-637, 2000.

BRONSON, F. H. Puberty in female rats: relative effect of exercise and food restriction.
American Journal of Physiology, v.252, p.140-144, 1987.

CHEHAB, F. .; MOUNZIH, K.; LU, R.; LIM, M. E. Early onset of reproductive function in
normal female mice treated with leptin. Science, v. 275, p. 88-90, 1997.

CUNNINGHAM, M. J.; CLIFTON, D. K.; STEINER R. A. Leptin's actions on the
reproductive axis: Perspectives and mechanisms. Biology of Reproduction, v. 60, n. 2, p.
216-222, 1999.

DIAZ-TORGA, G. S.; MEJiA, M. E.; GONZALEZ-IGLESIAS, A.; FORMIA, N.;: BECU-
VILLALOBOS, D.; LACAU-MENGIDO, 1. M. Metabolic cues for puberty onset in free

grazing holstein heifers naturally infected with nematodes. Theriogenology, v. 56, n. 1, p.
111-122, 2001.

EHRHARDT, R. A.; SLEPETIS, R. M.; SIEGAL-WILLOTT, J.; VAN AMBURGH, M. E.;
BELL, A. W.; BOISCLAIR, Y. R. Development of a specific radioimmunoassay to measure
physiological changes of circulating leptin in cattle and sheep. Journal of Endocrinology,
v.166, p. 519-28. 2000.

EVANS, A. C. O.; ADAMS, G. P.; RAWLINGS, N. C. Endocrine and ovarian follicular
changes leading up to the first ovulation in prepubertal heifers. Jour nal of Reproduction and
Fertility, v.100, p.187-194, 1994.

FRISCH, R. E.; WYSHAK, G.; VINCENT L. Delayed menarche and amenorrhea in ballet
dancers. New England Journal of Medicine, v. 3003, p. 17-9, 1980.

GARCIA, M. R.; AMSTALDEN, M.; WILLIAMS, S. W.; STANKO, R. L.; MORRISON, C.
D.; KEISLER, D. H.; NIZIELSKI, S. E.; WILLIAMS, G. L. Serum leptin and its adipose

gene expression during pubertal development, the estrous cycle, and different seasons in
cattle. Journal of Animal Science, v. 80, n. 8, p. 2158-2167, 2002.



25

KINDER, J. E.; BERGFELD, E. G.; WEHRMAN, M. E.; PETERS, K. E.; KOJIMA, F. N.
Endocrine basis for puberty in heifers and ewes. Journal of Reproduction and Fertility, v.
49 Suppl., p. 393-407, 1995.

MACIEL, M. N.; ZIEBA, D. A.; AMSTALDEN, M.; KEISLER, D. H.; NEVES, J. P
WILLIAMS, G. L. Chronic administration of recombinant ovine leptin in growing beef
heifers: effects on secretion of LH, metabolic hormones, and timing of puberty. Journal of
Animal Science, v.82, p. 2930-2936, 2004a.

MORAN, C.; QUIRKE, J. F.; ROCHE, J. F. Puberty in heifers: a review. Animal
Reproduction Science, v. 18, p. 167-182, 1989.

MOUNZIH, K.; LU, R.; CHEHAB, F. F. Leptin treatment rescues the sterility of genetically
obese ob/ob males. Endocrinology, v. 138, n. 3, p. 1190-1193, 1997.

NAGATANI, S.; ZENG, Y.; KEISLER, D. H.; FOSTER, D. L.; JAFFE, C. A. Leptin
regulates pulsatile luteinizing hormone and growth hormone secretion in the sheep.
Endocrinology, v. 141, p. 3965-75. 2000.

OLIVE’IRA, C. M. G.; OLIVEIRA FILHO, B. D.; GAMBARINI, L. M.; KUNZ, T. L.; VIU,
M. A. Indice de gestacdo em novilhas Nelore que atingiram a puberdade em idade precoce.
Revista Brasileira de Reproducédo Animal, Belo Horizonte, v. 27, n. 2, p. 237-239, 2003.

RODRIGUES, H. D.; KINDER, J. E.; FITZPATRICK, L. A. Estradiol regulation of
luteinizing hormone secretion in heifers of two breed types that reach puberty at different
ages. Biology of Reproduction, v. 66, p. 603-609, 2002.

SILVA, J. AIl V.; DIAS, L. T.; ALBUQUERQUE, L. G.; Estudo genético da precocidade
sexual de novilhas em um rebanho Nelore. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 34, n. 5, p.
1568-1572, 2005.

THALLMAN, R. M.; CUNDIFF, L. V.; GREGORY, K. E.; KOCH, R. M. Germplasm
evaluation in beef cattle — cycle IV: Post weaning growth and puberty in heifers. Journal of
Animal Science, v. 77, p. 2651-2659, 1999.

VAICIUNAS, A. Expressdo de genes hipotalamicos em novilhas Nelore precoces e néo
precoces. 2007. 65 p. (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Universidade de Sao Paulo,
Pirassununga, 2007.

ZIEBA, D. A.; AMSTALDEN, M.; MORTON, S.; MACIEL, M. N.; KEISLER, D. H.;
WILLIAMS, G. L. Regulatory roles of leptin at the hypothalamic-hypophyseal axis before
and after sexual maturation in cattle. Biology of Reproduction, v. 71, p. 804-812, 2004.



26

2HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 Hipotese

A hipotese apresentada neste estudo ¢ que a elevacdo da concentragdo sérica de
leptina, tanto pela administracdo exdgena quanto pelo aumento no consumo de energia na

dieta, acelera a obtencao da puberdade em novilhas zebuinas.

2.2. Objetivos

Avaliar os efeitos da administragdo de leptina recombinante ovina na idade, peso vivo,
escore de condi¢do corporal, composi¢cdo corporal, consumo e digestibilidade de matéria seca

em novilhas zebuinas recebendo dieta com baixo teor de energia.

Avaliar os efeitos da alta ingestdo de energia na dieta na idade, peso vivo, escore de
condi¢do corporal, composi¢ao corporal, consumo e digestibilidade de matéria seca em

novilhas zebuinas.

Avaliar os efeitos periféricos da leptina e do nivel de energia da dieta no

desenvolvimento dos foliculos ovarianos.
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3REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pecuariade CorteBrasileira

Cerca de 80% de todo o rebanho bovino brasileiro ¢ composto por animais zebuinos
(Bos taurus indicus) ou cruzados com zebuinos. Dentre estes, o Nelore ¢ a principal raca de
corte e responde por 70% dos animais do pais. A grande importancia da raga Nelore para a
pecuaria brasileira ¢ conseqiliéncia de caracteristicas especificas dos zebuinos, como a
resisténcia as altas temperaturas e umidade, caracteristicas das regides tropicais e subtropicais,
e a capacidade de digerir forragens de baixa qualidade (RAJARATNE et al., 1983), tornando-
os capazes de se adaptar aos sistemas extensivos de criagdo e as condigdes climaticas
encontradas na maior parte do territorio brasileiro (NOGUEIRA, 2004).

O inicio da vida reprodutiva das fémeas de corte apresenta grande influéncia na
rentabilidade da atividade pecudria, uma vez que o atraso na obtencdo da puberdade reflete
diretamente na idade ao primeiro parto (IPP). Rodrigues et al. (2002) demonstraram que
animais Nelore, apesar de bem adaptados as condigdes tropicais, atingiram a puberdade em
idade mais avancada que racas taurinas (Bos taurus taurus), mesmo quando criados em
condi¢des semelhantes. O fato de o peso vivo (PV) médio a puberdade da raga Nelore ser
superior ao dos taurinos, indica a existéncia de uma diferenca fisiologica entre as duas
subespécies de bovinos (THALLMAN et al., 1999; RODRIGUES et al., 2002), explicando o
“atraso” na idade a puberdade do Nelore, que pode chegar a 12 meses (WILTBANK et al.,
1969; OYEDIPE et al., 1982; SILVA; ROMANO, 1991).

Entretanto, ndo se podem desconsiderar os efeitos ambientais que influenciam a
maturacdo sexual dos zebuinos. O manejo extensivo, principal sistema de producao
encontrado ainda hoje no Brasil, na maioria das vezes reduz a eficiéncia reprodutiva do
rebanho (NEINDRE et al., 1996). A estacionalidade das forrageiras tropicais determina baixa
produgdo de forragem, alto teor de fibra de baixa qualidade e baixo teor de proteina durante o
periodo de seca (inverno), resultando em inimeras deficiéncias alimentares (SCHMIDT,
2006; MENDES, 2006) ¢ atraso no desenvolvimento do sistema endocrino (DAY et al.,
1986). A redugdo dos niveis circulantes de hormonios sexuais, principalmente do horménio
luteinizante (LH), leva a falhas na maturacao folicular e ovulag@o, e menor taxa de fertilidade

(RHODES et al., 1996).
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Apesar da posicao de destaque da bovinocultura de corte brasileira no cenario mundial
e de sua importancia para a economia nacional, a taxa de abate média, em torno de 21,67%,
estd muito aquém do real potencial da atividade (DBO, 2005), sendo relativamente baixa
quando comparada com outros paises como EUA (37%) e Australia (32%), por exemplo.
Alguns fatores que colaboram com esse indice sdo: idade avangada ao primeiro parto, baixa
fertilidade, alta taxa de mortalidade dos bezerros até¢ a desmama e baixo ganho de peso dos
animais. A melhoria nas condi¢des de manejo, sanidade e nutri¢do, portanto, possibilitaria
significativas melhorias no desempenho e indices produtivos e reprodutivos do rebanho

(BELTRAN, 2007).

3.1.1 Desempenho reprodutivo

A reproducdo ¢ um dos principais fatores determinantes da lucratividade e limitantes
do desempenho da atividade pecuaria (OLIVEIRA et al., 2003; SILVA, 2005), sendo que as
caracteristicas reprodutivas t€ém um impacto econdmico cerca de 10 vezes maior do que as
caracteristicas associadas ao crescimento (HILL, 1998). O atraso no inicio da vida reprodutiva
aumenta o rebanho nao produtivo da propriedade e reduz a taxa de desfrute e a eficiéncia da
producdo de bezerros, encarecendo a atividade e atrasando o processo de selecdo genética
(RESTLE et al., 1999). No Brasil, as baixas taxas de desfrute observadas (20-25%) sao
resultado, principalmente, da elevada IPP e da reduzida taxa de prenhez das matrizes (50-
60%) (ANUALPEC, 2005). A melhoria no desempenho reprodutivo, através da reducdo da
IPP, por exemplo, exerceria enorme impacto sobre a taxa de abate do rebanho.

Nos paises sul-americanos, a primeira ovulacdo das fémeas Nelore costuma ocorrer
entre 22 e 36 meses de idade, com a primeira pari¢ao entre 44 e 48 meses (SILVA;
PEREIRA, 1986; SOUZA et al., 1995; PEREIRA, 2000). J4 no Estado de Sao Paulo, a IPP
média do rebanho ¢ cerca de 34 meses, correspondendo a uma idade a concepgdo de 25
meses, mesmo quando as novilhas sdo expostas ao touro desde os 14 meses de idade
(PEREIRA et al., 2002). Um sistema baseado em IPP de 48 meses apresenta taxa de desfrute
abaixo de 15% e grande nimero de fémeas vazias em recria. Quando a IPP ¢ reduzida para 36
meses, a taxa de desfrute ¢ duplicada e se a IPP fosse reduzida ainda mais, para 27 meses, por
exemplo, a taxa de desfrute aumentaria para cerca de 40% (FRIES et al., 1996). Deste modo,

a elevada IPP média do rebanho brasileiro, normalmente maior que 30 meses, acaba
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alongando a fase de recria e tornando a atividade pecudria de corte menos eficiente e
produtiva.

A idade a puberdade, a raca e a composicdo genética sdo caracteristicas importantes
que irdo influenciar a IPP (OLIVEIRA, 2006). Melhorias genéticas e de manejo visando a
reducdo na idade a puberdade contribuem para o aumento da vida reprodutiva do animal e,
conseqiientemente, da producdo de bezerros, trazendo beneficios a toda a cadeia produtiva da
carne (PATTERSON et al., 2006). Rebanhos com elevado indice de precocidade sexual e
fertilidade possuem maior disponibilidade de animais para venda e permitem maior pressao
de selegdo, progressos genéticos mais rapidos e maior lucratividade (BERGMANN, 1998).
Nos paises desenvolvidos, o0 manejo seletivo objetiva a inseminacao artificial e/ou cobertura
das novilhas aos 15 meses, resultando em IPP de 24 meses e produtividade maxima (WOLFE
et al., 1990; PATTERSON et al., 1992). Em experimento com novilhas Nelore, Teixeira
(1997) verificou que a antecipacdo do primeiro parto para 27 a 30 meses aumentou em 45% a
receita bruta da atividade.

A idade a puberdade, principal caracteristica indicadora da precocidade sexual dos
bovinos, pode ser considerada um dos principais referenciais para os programas de
melhoramento genético de zebuinos (MACKINNON et al.,, 1990; MEYER et al., 1990;
BERGMANN et al., 1996). Recomenda-se que novilhas de corte submetidas a niveis
nutricionais adequados alcancem a puberdade entre 11 e 15 meses, no caso de racas taurinas,
e entre 18 e 24 meses, no caso de racas zebuinas (HAFEZ, HAFEZ, 2004). Nogueira et al.
(2003) observaram que novilhas Nelore selecionadas para precocidade sexual e em regime
alimentar adequado, ovularam entre 14 e 15 meses de idade. Em rebanhos nao selecionados e
criados em sistemas extensivos, entretanto, essa idade certamente € muito maior.

A caracteristica idade a puberdade possui herdabilidade relativamente alta (0,61),
representando um alvo em potencial para programas de selecdo genética (MCNEIL et al.,
1984). No entanto, do ponto de vista pratico, no campo, a caracterizagdao da primeira ovulagdo
¢ trabalhosa e de dificil inclusdo na rotina das propriedades rurais, uma vez que envolve
palpagdes retais, avaliacdes ultra-sonograficas e coletas de sangue para dosagens hormonais,
por exemplo. A IPP também responde a pressdo de selecdo, no entanto, o tempo necessario
para a expressao dessa caracteristica, de dois a trés anos, ¢ um fator limitante para sua
utilizagdo como critério de selecdo para precocidade sexual (BERGMANN, 1993). A
identificagdo de variaveis fisioldgicas relacionadas a puberdade de novilhas facilitard e

antecipara, desta forma, o processo de selegdo genética para precocidade sexual.
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3.2 Fisiologia da Puberdade

A puberdade ¢ o estagio final da maturagdo do eixo hipotdlamo-hipofise-gonadal,
culminando com o fendtipo adulto (ODELL, 1992), e ¢ marcada por alteragdes na
concentracdo de gonadotrofinas e aumento nos niveis de esteroides sexuais circulantes (LEE,
1995; WU et al., 1996). A entrada na puberdade inicia a vida reprodutiva da fémea e ¢
caracterizada pela primeira ovulagdo (RAWLINGS et al.,, 2003), acompanhada do
desenvolvimento de um corpo luteo (CL) capaz de se manter durante um ciclo estral completo
(KINDER et al., 1987).

A maturagdo sexual ¢ um processo fisioldégico que envolve a ativagdo do eixo
hipotalamo-hip6fise-gonadal, resultando na ovulacdo de um odcito vidvel. A teoria
“gonadostatica” da ativacdo hipotalamica, aceita para ovinos (FOSTER; RYAN, 1979) e
bovinos (RODRIGUES et al., 2002), descreve a ocorréncia de uma dessensibilizacao do
hipotdlamo aos esterdides gonadais, resultando em aumento da secrecdo de gonadotrofinas
(EVANS et al., 1992; KINDER et al., 1995; HONARAMOOZ, 1999; MELVIN, 1999). Sabe-
se que o LH ¢ secretado pela hipdfise anterior de forma pulsatil e que sua secrecdo ¢
controlada pela secrecdo do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) por células
neurossecretoras do hipotdlamo, no sistema porta hipotdlamo-hipofisario (McCANN, 1974).
Desta forma, o padrao de secrecdo de LH reflete diretamente o padrdo de secre¢cdo de GnRH
(LEVINE; RAMIREZ, 1982).

Em animais jovens, a manuten¢do do nivel basal de estradiol, produzido nos ovarios,
inibe a secrecao dos hormonios gonadotroficos hipofisarios, principalmente o LH, através de
um mecanismo de feedback negativo sobre a secrecdo hipotaldmica do GnRH. Day et al.
(1984) evidenciaram o efeito dos esterdides na secre¢do de LH ao demonstrar que novilhas
pré-puberes ovariectomizadas, quando comparadas com novilhas inteiras, isto €, com ovarios
preservados, apresentavam maior freqiiéncia e amplitude dos pulsos de LH, os quais voltavam
a diminuir ap6s a administragao parenteral de estradiol.

Com a aproximagao da puberdade, no entanto, a redu¢do no nimero de receptores de
estradiol no hipotalamo diminui gradativamente a sensibilidade deste ao efeito inibitorio dos
esteroides, resultando em aumento na secrecdo de GnRH e, conseqiientemente, na freqiiéncia
dos pulsos de secregdo de LH. Esta reducdo do feedback negativo do estradiol pode ser
considerada o fator endocrino primario necessario para o desencadeamento da puberdade em

novilhas (DAY et al., 1987). O aumento na freqiiéncia dos pulsos de LH no periodo peri-
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puberal (30 a 80 dias antes da primeira ovulacao) estimula o desenvolvimento dos foliculos
ovarianos. O conseqiiente aumento na producao de estradiol estimula o comportamento de cio
e, agora através de um mecanismo de feedback positivo, estimula a secre¢do de GnRH e LH,
podendo culminar com um pico pré-ovulatério de liberagdo de LH e com a ovulagdo
(KINDER et al., 1995; RAWLINGS et al., 2003).

A regulacgao fisiologica da maturacao do hipotalamo ainda ndo ¢ bem compreendida,
entretanto, sabe-se que diversos fatores ndo genéticos como condi¢do nutricional e
metabolica, particularmente o PV e a adiposidade, assim como o fotoperiodo, por exemplo,
claramente influenciam a idade a puberdade (KENNEDY; MITRA, 1963; FRISCH et al.,
1973; FOSTER; RYAN, 1981; MORAN et al., 1989; KINDER et al., 1995; CHEUNG et al.,
1997; EHRHARDT et al., 2000). Redmer et al. (1984) afirmou que, na verdade, a puberdade
estd mais relacionada com o PV que com a idade cronoldgica propriamente dita. Os autores
observaram que bovinos de leite e de corte tornavam-se sexualmente maduros quando o PV
atingia 30 a 40% e 45 a 55% do PV adulto, respectivamente. Ja4 Yelich et al. (1996)
verificaram que a restricdo alimentar prolongada reduz a freqiiéncia de pulsos de LH,
essencial para o desenvolvimento folicular até o estdgio pré-ovulatorio, atrasando o inicio da
puberdade e prejudicando a atividade ciclica das novilhas. A restricao alimentar também afeta
a concentracdo de progesterona no periodo pré-puberal e nos primeiros dias do ciclo estral,
mesmo se 0s niveis nutricionais forem incrementados préximo ao momento do surgimento da
puberdade (PERON; FERNANDES, 1995), indicando que os fatores nutricionais agem nao

apenas centralmente, mas também em nivel periférico, nos ovarios.

3.2.1 Relagdo entre nutricdo e puberdade

O sistema reprodutivo dos mamiferos ¢ extremamente sensivel a disponibilidade de
alimento, sendo que alteracdes agudas e cronicas no status energético do animal sdo capazes
de influenciar o funcionamento do eixo hipotalamo-hipo6fise-gonadal. A nutricdo inadequada,
particularmente o balango energético negativo, altera as funcdes endocrinas e prejudica a
funcao reprodutiva de varias espécies de mamiferos. Nos ruminantes domésticos, seus efeitos
incluem atraso no inicio da puberdade, inducdo de anestro em fémeas ciclicas, prolongamento
do anestro pos-parto e reducdo da taxa de sobrevivéncia de embrides (IMAKAWA et al.,

1983, 1984, 1986a; FOSTER; OLSTER, 1985; DAY et al., 1986; HOUSEKNECHT et al.,
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1988; MORAN et al., 1989; RICHARDS et al., 1989; RANDEL, 1990; ESTIENNE et al.,
1990; BARB et al., 1997; DUNNE et al., 1999). Em 1989, Schneider ¢ Wade observaram que
o anestro induzido pelo jejum ocorre mais rapidamente em hamsters magros que nos gordos.
Considerando o enorme requerimento metabolico da gestagdo e lactagdo, o bloqueio das
fungdes reprodutivas parece ser parte de uma estratégia efetiva para assegurar que as reservas
energéticas corporais nao sejam desperdigadas em esforcos reprodutivos que provavelmente
nao terdo sucesso (CUNNINGHAM et al., 1999).

A energia ¢ o nutriente que exerce maior influéncia na atividade reprodutiva de fémeas
bovinas (SANTOS, 1998), estando o desempenho reprodutivo intimamente associado ao
desenvolvimento corporal adequado (BELTRAN, 2007). Experimentos com roedores, ovinos
e bovinos demonstram que o atraso no crescimento, causado pela restricdo alimentar cronica,
resulta em atraso na obtencdo da puberdade (FOSTER; OLSTER, 1985; DAY et al., 1986;
CHEUNG et al.,, 1997). Por outro lado, se o crescimento for acelerado, devido a
superalimentagdo, o animal atinge a puberdade mais jovem (HAFEZ; HAFEZ, 2004).
Segundo Imakawa et al. (1986b), a freqiiéncia dos pulsos de LH durante a fase folicular do
ciclo estral correlaciona-se positivamente com alteragdes no PV.

A elevagdo da freqiiéncia dos pulsos de secrecdo de LH ¢ necessaria para a fase final
da maturacao dos foliculos ovarianos (HANSEL; CONVEY, 1983; KINDER et al., 1987;
RANDEL, 1990) e, portanto, para a inducdo do estro e ovulagdo. Diversos estudos suportam a
hipotese de que a alteragdo no padrdo de secrecao de LH, através do bloqueio no aumento pré-
puberal da freqiiéncia de pulsos, € o mecanismo primario pelo qual a subnutrigdo atrasa a
obten¢do da puberdade. A supressdo da secre¢dao pulsatil de LH, apos o jejum ou restricao
alimentar, j4 foi descrita em diversas espécies, como ratos (BADGER et al., 1985;
CAGAMPANG et al.,, 1990), camundongos (BLANK; DESJARDINS, 1985), hamsters
(MORIN, 1986), ovinos (FOSTER; OLSTER, 1985), macacos (CAMERON; NOSBISCH,
1991) e humanos (ROJIDMARK, 1987; CAMERON et al., 1991). Por outro lado, a secre¢do
pulsatil de LH pode ser normalizada em questdo de horas, apos a realimentagdo (CAMERON;
NOSBISCH, 1991).

McShane e Keisler (1990) demonstraram que a administragdo de LH em cordeiras
subnutridas induziu o crescimento folicular, o aparecimento de picos de LH de amplitude
normal e a ovulacdo. Kurz et al. (1990) observaram que dietas com baixo nivel de energia
preveniram o aumento pré-puberal na freqiiéncia de pulsos de LH em novilhas inteiras ou
ovariectomizadas, tanto na presenga quanto na auséncia de estradiol. Os autores observaram

também que o aumento no consumo de energia elevou a freqiiéncia de pulsos de LH dentro de
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14 dias, independente do status enddcrino do animal. Foster et al. (1989), também trabalhando
com cordeiras, demonstraram que a subnutri¢do deprime a secrecdo de LH, mas ndo afeta a
secrecdo do hormonio de crescimento (GH) e da prolactina, e que cordeiras subnutridas e
agonadais respondem normalmente a doses fisiologicas de GnRH. Tais observagdes sugerem
que a fun¢do secretoria da hipdfise anterior ndo ¢ comprometida como um todo pela
subnutricao, de forma que os efeitos desta na secrecdo de LH parecem se manifestar em nivel
de sistema nervoso central.

Acredita-se que a supressdo do LH induzida pelo jejum seja conseqiiéncia da reducgdo
na liberacdo de GnRH no cérebro, uma vez que animais em jejum, quando recebendo GnRH
exodgeno, apresentam secre¢ao de LH semelhante a animais bem alimentados (CAMERON;
NOSBISCH, 1991; BRONSON, 1986; FOSTER et al., 1989; KILE et al., 1991; ALOI et al.,
1997). Experimentos utilizando um estimulador da liberagdo de GnRH, o N-metil-d,l1-
aspartato, em cordeiras ovariectomizadas submetidas a restri¢do alimentar cronica, obtiveram
sucesso na indugao da liberagao de LH (EBLING et al., 1990; ’ANSON et al., 1990). Além
disso, o contetido hipotalamico de GnRH foi semelhante em animais subnutridos e bem
alimentados (EBLING et al., 1990), sugerindo que os efeitos da restrigdo alimentar ocorrem
nos mecanismos centrais que controlam a secre¢ao, mas nao a biossintese do GnRH.

O efeito da subnutricdo no inicio da puberdade de novilhas parece ocorrer de forma
semelhante ao observado em cordeiras. Em novilhas de corte, o anestro decorrente de uma
nutricdo deficiente estd associado a redu¢do da pulsatilidade do LH (RICHARDS et al.,
1982), a qual se deve, aparentemente, ao aumento da responsividade do hipotalamo ao
feedback negativo do estradiol, assim como a um efeito direto na secrecdo de GnRH,
independente da presenca de estrogenos (IMAKAWA et al., 1986a). Schillo et al. (1992) e
Rawlings et al. (2003) observaram que a deficiéncia nutricional em novilhas de corte suprime
os picos de secrecdo de GnRH no hipotalamo, atrasando a primeira ovulagdo. Greer et al.
(1983), por sua vez, demonstraram a ocorréncia de ovulagao precoce, quando as novilhas
foram submetidas a alto nivel nutricional durante o crescimento. Day et al. (1986) ndo
observaram aumento na freqiiéncia de pulsos de LH em novilhas mantidas em dieta com
baixos niveis de energia, com a aproximacdo da puberdade, enquanto que este aumento,
seguido por ovulacao, foi observado quando as novilhas receberam uma alimentacao
adequada para permitir seu crescimento normal. Além do efeito na freqiiéncia dos pulsos de
LH, os autores observaram reducdo na amplitude dos pulsos e na resposta hipofisaria ao
GnRH. No entanto, em estudo subseqiiente, Kurz et al. (1990) demonstrou que a reducao do

nivel energético da dieta aumentou a amplitude dos pulsos de LH e sua resposta ao GnRH , o
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que esta de acordo com a teoria de que a restrigdo energética reduz a freqii€ncia de pulsos de
GnRH, resultando em aumento na quantidade de LH armazenado na hipéfise.

Em resumo, a supressdo da liberagdo pulsatil de LH, provavelmente devido a inibicao
da secre¢ao de GnRH pelo hipotdlamo, ¢ o mecanismo central pelo qual a restri¢do energética

da dieta previne a ocorréncia da puberdade (SCHILLO, 1992).

3.2.2 Sinalizacao do status nutricional ao eixo reprodutivo

Como citado acima, acredita-se que a influéncia da nutri¢do na secre¢do de LH ocorra
através da modulacdo da secrecdo de GnRH no hipotdlamo. No entanto, sabe-se muito pouco
sobre como o animal informa seu status nutricional ao sistema nervoso central e sobre como
esta informagao ¢ traduzida para sinais neuroendocrinos. Estudos prévios demonstraram a
importincia das reservas corporais de energia (tecido adiposo) na atividade reprodutiva e na
secrecdo de LH (SCHILLO, 1992). J4 est4d bem estabelecido que as reservas de tecido adiposo
influenciam a capacidade reprodutiva de duas formas: na idade a primeira ovulagdo e na
habilidade em manter a fun¢ao reprodutiva durante a fase adulta.

Estudos documentaram o atraso na puberdade em dancarinas de ballet magras
(FRISCH; McARTHUR, 1974; FRISCH et al., 1980) ¢ o adiantamento da mesma em fémeas
obesas. Schneider e Wade (1989) observaram que o jejum agudo (dois dias) bloqueou o ciclo
estral de hamsters magros, mas nao teve efeito nos obesos. Segundo Foster et al. (1998), a
restricdo energética aguda e severa reduz rapidamente a secrecdo de LH em fémeas
monogastricas previamente bem alimentadas, sendo que, provavelmente devido a alta
sensibilidade do cérebro as variagdes na disponibilidade de glicose, a reversao do quadro
também ocorre rapidamente, apds a realimentacdo. Em ruminantes previamente bem
alimentados, por outro lado, o jejum agudo € menos deletério ao gerador de pulsos de GnRH e
a secrecdo de gonadotrofinas. Animais cronicamente subnutridos e com depositos de gordura
praticamente esgotados, tanto monogastricos quanto ruminantes, entretanto, recuperam-se
mais lentamente e a funcdo reprodutiva sé ¢ restabelecida quando o animal atinge uma
porcentagem minima de gordura corporal (FRISCH et al., 1980; BRONSON, 1987). A forma
como a taxa de crescimento, a idade e o PV alteram a sensibilidade do hipotdlamo ao

estradiol, indica que o tempo necessario para que a subnutrigdo bloqueie a atividade
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reprodutiva relaciona-se intimamente com a quantidade dos depdsitos de energia (gordura)
corporais.

Virias teorias foram desenvolvidas na tentativa de explicar como o status nutricional
influencia o desencadeamento da puberdade. A teoria do “peso critico” diz que, quando o
animal atinge um determinado PV minimo, a puberdade ¢é desencadeada (FRISCH;
McARTHUR, 1974). Entretanto, desde a observacdo de que ratos subalimentados
apresentavam atraso na puberdade, mas quando passavam a ter livre acesso ao alimento,
apresentando rapido ganho de peso, atingiam a puberdade com PV menor que o considerado
critico para condi¢des normais de alimentacio (RONNEKLEIV et al., 1978), a teoria do
“peso critico” tem sido deixada de lado.

Em 1974, Frisch e McArthur propuseram, entdo, a hipotese de que uma quantidade
minima de gordura corporal seria necessaria para a ocorréncia normal da menarca nas
adolescentes e da menstruacdo normal nas mulheres. De Souza e Metzger (1991) observaram
que tanto a anorexia nervosa, quanto o treinamento fisico intenso, estdo associados a redugdo
dos niveis de gonadotrofinas em humanos. Por outro lado, Frisch (1994) observou que
adolescentes humanas normalmente diferem em altura e peso a menarca, mas tendem a
apresentar porcentagem de gordura corporal semelhante e que mulheres sexualmente
maduras, com baixa porcentagem de gordura corporal, sdo freqiientemente amenorréicas. A
teoria da “porcentagem minima de gordura”, no entanto, ainda é controversa. Estudos
realizados com ratos (GLASS et al.,, 1979; HANSEN et al., 1983; BRONSON, 1987) e
novilhas (BROOKS et al., 1985) demonstraram que a puberdade ndo esta relacionada com
uma porcentagem constante de gordura corporal. Desta forma, ¢ improvavel que a gordura,
por si sO, seja o elo entre status nutricional e secrecdo de LH. O mais provavel ¢ que
numerosos mecanismos estejam envolvidos e que alteracdes metabodlicas decorrentes de
alteracdes nutricionais, com conseqiiente alteragdo na gordura corporal, regulem a liberagao
pulsatil de LH (SCHILLO, 1992).

Os sinais quimicos ou hormonais ligando PV e adiposidade com a puberdade ainda
ndo foram bem definidos, mas a existéncia de tais sinais j4 foi proposta hd mais de trés
décadas (WILTBANK et al., 1966; FRISCH, 1984). Estudos iniciais demonstraram que sinais
derivados da gordura, como 4acidos graxos e estrégenos, assim como a glicose ligam
adiposidade e sistema reprodutivo (FRISCH; RAVELLE, 1970; SMITH; FRISCH et al.,
1975).

A relacdo entre nutricdo e secrecdo de LH pode ocorrer através de sinais sangiiineos

especificos, como metabolitos € hormonios metabolicos (STEINER et al., 1983), dos quais a
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insulina, o GH e o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) sdo exemplos. A
insulina € capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica, influenciando véarias fungdes do
sistema nervoso central, além disso, em ruminantes, sua concentracao periférica ¢ diretamente
proporcional ao consumo alimentar (GOLDEN et al, 1997; TARTAGLIA, 1997;
BJORBAEK et al., 1998). Segundo McCann e Hansel (1986), a redugdo na insulinemia esta
associada com uma redugdo na liberagdo de LH em ruminantes em restricdo alimentar.
Entretanto, Harrison e Randel (1986) demonstraram que a infusdo sistematica de insulina em
novilhas falhou em alterar a secre¢cdo de LH durante o ciclo estral. Em cordeiras
ovariectomizadas, a infusdo cerebroventricular a curto-prazo de insulina também falhou em
elevar os niveis plasmaticos de LH durante a restricdo alimentar, além de inibir a secre¢ao de
LH em cordeiras bem alimentadas, sugerindo que a insulina pode nao ser o elo entre nutri¢do
e secre¢ao de LH (FOSTER; OLSTER, 1985).

O GH ¢ o IGF-I possuem importante papel na regulacdo do metabolismo intermediario
e a restri¢ao do consumo alimentar em ruminantes eleva a concentracdo de GH (BRIER et al.,
1986; FOSTER et al., 1989; THOMAS et al.,, 1990) e reduz a concentracdo de IGF-I
circulante (BRIER et al., 1986; RUTTER et al., 1989). Entretanto, o tratamento a longo-prazo
com GH recombinante durante o periodo pré-puberal nido teve efeito na obtencdo da
puberdade, desenvolvimento folicular e padrao de secre¢cao de LH em novilhas recebendo
dois niveis de energia na dieta (McSHANE et al., 1989; HALL et al., 1990).

Recentemente tem sido postulado que um hormonio produzido pelo tecido adiposo, a
leptina, sinalize a condi¢do corporal ao hipotdlamo, exercendo um efeito permissivo a
obten¢do da puberdade (SPICER, 2001). Existem diversas evidéncias de que a leptina seja o
sinal metabdlico que inibe a atividade reprodutiva em condi¢des nutricionais deficientes e
reservas energéticas inadequadas (CUNNINGHAM et al., 1999). Alguns autores afirmam que
a leptina ativa mecanismos hipotalamicos, aumentando o nimero de picos de secrecdo de LH
(FOSTER; NAGATANI, 1999; GARCIA et al., 2002). Segundo Gallina et al. (2000), em
baixas condigdes nutricionais, os niveis de leptina e gonadotrofinas estdo relativamente
baixos, sendo que a administracdo de leptina exdgena normaliza as concentragdes séricas de

LH e do horménio foliculo estimulante (FSH).
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3.3 Leptina

A regulagcdo central do desenvolvimento fisico e da reprodugdo estd claramente
associada aos depdsitos periféricos de energia, sendo que a potencial ligagdo genética entre
metabolismo de gordura e eixo reprodutivo € conhecida desde os anos 50, quando a linhagem
de camundongos geneticamente obesos (0b/ob) foi primeiramente descrita. A partir de entdo,
diversos estudos em animais e humanos indicaram que, provavelmente, tal associagdo ocorra
através de mediadores neuro-humorais sinalizadores do consumo de energia e da quantidade
de gordura armazenada ao sistema nervoso central (CLAYTON et al., 2000). A leptina, no
entanto, foi apontada como um desses possiveis mediadores apenas a partir de 1994, quando
Zhang et al. obtiveram sucesso na clonagem e seqiienciamento de seu gene codificador (gene
ob) e identificaram a mutagdo responsavel pela linhagem de camundongos ob/ob.

A leptina ¢ um hormoénio protéico de 16 kDa, composto por 146 aminoacidos e
sintetizado primariamente por adipécitos. Apos a clivagem do peptideo sinalizador, composto
por 21 aminodcidos, ela é secretada na corrente sangiiinea e vai atuar na regulagdo do
consumo alimentar, do eixo neuroendodcrino ¢ de processos imunoldgicos (ZHANG et al.
1994, HOUSEKNECHT; PORTOCARRERO, 1998; BARB, 1999). A leptina possui um
potente efeito supressor do apetite, além de estimular o gasto de energia, e esta sendo
considerada como o elo entre nutri¢do, metabolismo e reproducdo (MACIEL et al., 2004a). A
observacao de que o nivel de leptina plasmatica € proporcional ao teor de gordura corporea,
refletindo a quantidade de triglicerideos acumulados no tecido adiposo (MAFFEI et al., 1995),
também contribuiu para o desenvolvimento da teoria da agdo da leptina como um sinal
humoral indicador da quantidade de gordura corporal, ou seja, dos depdsitos de energia do
organismo.

O papel primério da leptina no organismo parece ser o de regulador do balanco
energético do organismo. Sugere-se que niveis em elevagdo de leptina, conforme aumentam
os depositos de trigliceridios, sirvam de mecanismo de feedback negativo ao cérebro,
resultando em redug@o na ingestdo de alimentos, aumento no gasto energético, e resisténcia a
obesidade. Além disso, a leptina circulante parece possuir um papel importante no eixo
neuroenddcrino (20), atuando também na regulagdo da reproducdo.

Constante ganho de peso, alteracdes sazonais de fotoperiodo e concentragdo sangiiinea
de proteinas ligadoras sdo exemplos de varidveis que contribuem para o aumento da

concentracdo sérica de leptina (MAFFEI et al., 1995; HOUSEKNECHT et al., 1996;
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BOCQUIER et al., 1998;). A leptina ¢ encontrada, na circulagdo, tanto na forma livre como
ligada a proteinas carreadoras, caracteristica que parece ser espécie-especifica e dependente
do status fisiologico (HOUSEKNECHT et al., 1996; GARCIA et al., 2002). A maior parte da
leptina sérica circula associada a proteinas de ligagdo (carreadoras), sendo que deficiéncias no
sistema de transporte e/ou na ligacdo com o transportador resultam em altos niveis de leptina
na forma livre. Ja foi relatada uma alta correlagdo entre propor¢ao de leptina livre e quadros
de obesidade em humanos. Observa-se que a forma ligada da leptina circulante ¢ reduzida nos
individuos obesos (SINHA et al., 1996) e em camundongas em final de gestagdo
(GAVRILOVA et al., 1997), levando ao aumento da forma livre. A leptina livre ndo consegue
atravessar a barreira hematoencefalica, resultando em um estado de hiperleptinemia e ao

desenvolvimento de resisténcia a leptina.

3.3.1 Modelo murino

Os camundongos oOb/ob sdo uma linhagem mutante, geneticamente obesa e de
ocorréncia natural, que apresenta uma muta¢do homozigética no gene 0b, resultando em
deficiéncia na produgdo de leptina. Estes animais apresentam uma sindrome composta por
hiperfagia, que resulta em rdpido desenvolvimento de obesidade associada a hiperglicemia e
resisténcia a insulina; além de intolerancia ao frio e infertilidade (ZHANG et al. 1994).

Experimentos utilizando esta linhagem demonstraram que, em machos e fémeas, a
administracdo de leptina recombinante, tanto periférica quanto centralmente, reduz o consumo
alimentar ¢ o peso vivo (PV), restaura a fertilidade através do aumento na secre¢do de
gonadotrofinas (LH na fémea e FSH no macho) e, na fémea, aumenta o ntimero de foliculos
ovarianos primarios ¢ de Graaf (CHEHAB et al., 1996). Entretanto, apesar da consideravel
perda de peso vivo, apds 14 dias de tratamento, houve aumento no peso dos o6rgdos
reprodutivos (ovarios, utero, testiculos e vesicula seminal). Este efeito estimulatorio nos
orgdos reprodutivos parece ter relevancia funcional, uma vez que os animais mutantes
tratados foram capazes de reproduzir normalmente com animais normais, demonstrando que a
perda de peso ndo ¢ a responsavel direta pelas alteracdes na capacidade reprodutiva
(CAMPFIELD et al., 1995; HALAAS et al., 1995; PELLEYMOUNTER et al., 1995;
BARASH et al.,, 1996; CHEHAB et al., 1996, MOUNZIH et al., 1997). Tais resultados
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demonstram que a deficiéncia na produgdo de leptina provavelmente seja a causa da sindrome
de obesidade e infertilidade descrita.

Entretanto, apesar de a relagdo entre a leptina e o eixo hipotdlamo-hipodfise-gonadal ja
estar bem descrita para o0 modelo murino, ainda ¢ relativamente pouco definida para espécies

superiores (CLAYTON et al., 2000).

3.3.2 Mecanismo de acéo da leptina no sistema nervoso central

O hipotalamo parece ser o principal local de agdo da leptina, uma vez que possui
grande nimero de receptores, principalmente nas areas associadas com o controle do apetite,
da reprodugdo e do crescimento (DYER et al., 1997; LIN et al., 2000). No entanto, outras
areas do cérebro e da hipéfise também possuem receptores, representando alvos provaveis
(LIN et al., 2000; BJIORBAEK; KAHN, 2004).

Os receptores de leptina (receptores OB) sdo proteinas monoméricas trans-membrana
encontradas em seis isoformas, diferindo quanto ao tamanho do dominio intracelular, mas
com dominios extracelulares idénticos. A forma longa (OB-rb) esta presente em varias regides
do cérebro, principalmente nos nucleos arqueado, dorsomedial, ventromedial e
paraventricular do hipotdlamo, regides chave no controle do apetite e do peso corporal. Foram
observadas grandes quantidades de receptores OB-rb nos ntcleos arqueado e ventromedial do
hipotalamo e na hipofise anterior de porcos, ovelhas, ratos e camundongos (TARTAGLIA et
al., 1995; DYER et al., 1997, ZAMORANO et al., 1997; LIN et al., 2001). No entanto, ele
também pode ser encontrado, em pequena quantidade, em outras regides do corpo, como
pulmoes, rins, figado, tecido adiposo e células B do pancreas (DeMATTEIS et al., 1998;
MORTON et al., 1998). As quatro formas curtas (OB-ra; OB-rc; OB-rd; OB-rf) estdao
presentes nos demais tecidos (adiposo, gastrico, gonadas, placenta e etc). O OB-ra ¢ a
principal das formas curtas. E encontrado em pequena quantidade no hipotilamo, mas em
grande quantidade nos micro-vasos cerebrais e no plexo coréide de ratos (BJORBAEK et al.,
1998), de forma que, muito provavelmente, esta envolvido com o transporte da leptina através
da barreira hemato-encefalica (TARTAGLIA, 1997; BIORBAEK et al., 1998). J4 o OB-rb,
principal forma presente no hipotdlamo, provavelmente media o efeito da leptina no consumo

alimentar, peso vivo e metabolismo (HOSSNER, 1998; MACAJOVA et al., 2003).
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Existe também uma forma soltivel (OB-re), que consiste no dominio extracelular do
receptor OB (HOUSEKNECHT et al., 1996; TARTAGLIA, 1997) e ¢ considerada uma das
proteinas carreadoras da leptina no plasma (FRIEDMAN; HALAAS, 1998). Ao se ligar com a
leptina, o OB-re aumenta sua meia-vida plasmatica, contribuindo para o desenvolvimento da
resisténcia (MAAMRA et al., 2001). Acredita-se que este receptor também possua papel
critico no transporte da leptina pela barreira hemato-encefalica (GOLDEN et al., 1997).

Devido a homologia estrutural com o receptor de interleucina 6 (IL-6) e ao fato de
apresentarem vias sinalizadoras comuns, os receptores de leptina sdo considerados membros
da familia dos receptores de citocina classe I. O OB-rb ¢ a principal isoforma responsavel pela
transducdo do sinal da leptina no hipotdlamo (TARTAGLIA et al., 1995; TARTAGLIA,
1997) e, assim como os outros membros desta familia, ndo possui atividade catalitica
intrinseca e estd constitutivamente ligados a uma proteina citossdlica com atividade de
tirosina quinase, a Janus-quinase (JAK).

Os receptores OB sdo ativados através de um processo de homodimerizagao, apds a
ligagcdo com a leptina. A ligagdo OB-rb/leptina desencadeia a atividade catalitica da JAK, que
se autofosforila em varios residuos de tirosina, tornando-se ativa e ativando outra JAK, ligada
ao segundo receptor (TARTAGLIA, 1997; HOUSEKNECHT; PORTOCARRERO, 1998). As
duas JAK ativadas catalisam a fosforilacdo dos residuos 985 e 1138 de tirosina do receptor
OB-rb (MUNZBERG; MYERS, 2005), criando trés sitios ativos (um na molécula JAK e dois
nos residuos fosforilados do receptor), que dardo continuidade a sinalizagdo. Ocorre, entdo, o
recrutamento de moléculas da familia de “transdutores de sinal e ativadores de transcri¢ao”
(STAT, principalmente a STAT-3), que sdo fosforiladas, dimerizam e translocam para o
nucleo, conduzindo o sinal gerado pela leptina e determinando a transcri¢do dos genes
codificadores de neurotransmissores especificos (BJIORBAEK et al., 2004). Os receptores de
forma curta utilizam outro sistema de transducao, através da ativagao da MAPK.

Concomitantemente a expressao dos neurotransmissores € neuropeptideos no
hipotadlamo, a leptina induz a expressdo da proteina SOCS-3, a qual inibe a sinalizagdo OB-
rb/JAK (STARR et al., 1997). Niveis elevados de SOCS-3 foram observados no hipotdlamo
de animais obesos e nos casos de resisténcia a leptina (BJORBAEK et al., 1999; BANKS et
al., 2000), e a administragao de leptina, por sua vez, aumentou a expressao de RNAm de
SOCS-3 no hipotalamo de camundongos 0b/ob e outros mamiferos (BJORBAEK et al., 1999;
EYCKERMAN et al., 2002), de forma que o SOCS-3 pode ser considerado um provavel
mediador do desenvolvimento da resisténcia fisiologica a leptina (MASUHARA et al., 1997).
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Sullivan e Meonter (2004) propuseram que o papel da leptina como sinal metabdlico
ligando o status energético ao eixo neuroendocrino, ocorreria por acdo direta nos neurdnios
secretores de GnRH. No entanto, estudos com macacos Rhesus em jejum demonstraram baixa
ou nenhuma expressao de RNAm de receptores OB nos neurdnios hipotalamicos produtores
de GnRH (FINN et al., 1998), enquanto que sua expressdo estava presente na hipofise de
ovinos (DYER et al., 1997; IQBAL et al., 2000), suinos (LIN et al., 2000), camundogos
(RABER et al., 1997; JIN et al., 2000) e ratos (MATSUDA et al., 1999; JIN et al., 2000;),
sugerindo um efeito indireto da leptina no hipotalamo e um possivel efeito direto na hipofise.
O mais provavel ¢ que a ac¢do da leptina na sinaliza¢do do status energético seja mediada por
sistemas de neuropeptideos hipotalamicos comprovadamente envolvidos em diversas vias
nervosas relacionadas com o controle do apetite, do peso corporal, de neurdnios produtores de
GnRH e do inicio da puberdade, como o neuropeptideo Y (NPY), a pro-opiomelanocortina
(POMC) e o 4cido gama-aminobutirico (GABA), entre outros (CUNNINGHAM et al., 1999;
IQBAL et al., 2001; WILLIAMS et al., 2002).

O NPY, um dos neuropeptideos mais abundantes no hipotdlamo, ¢ um dos mais
potentes fatores orexigenos, além de atuar no controle da secre¢cdo de GnRH e na termogénese
(AHIMA et al., 1996; AUBERT et al., 1998; BARB, 1999; WILLIAMS et al., 2000). A
localizagao de grande quantidade de RNAm de receptor OB em areas com importante
expressao do gene codificador do NPY, no hipotdlamo, ¢ evidéncia de que este neuropeptideo
representa um alvo em potencial para a leptina (CUNNINGHAM et al., 1999; IQBAL et al.,
2001), a qual, uma vez transportada ao sistema nervoso central, interage com os receptores
OB-rb nos corpos celulares dos neurdnios produtores de NPY, no hipotalamo lateral (AHIMA
et al., 1996).

O NPY possui efeitos divergentes, tanto ativando quanto inibindo a secrecdo de
GnRH, dependendo de fatores como jejum ou alimentagdo ad libitum, administragdo aguda ou
cronica e da idade do animal. Apesar de ser capaz de estimular agudamente a secre¢ao de
GnRH em animais bem nutridos, seu efeito mais marcante ocorre durante o estresse
nutricional, tanto em monogastricos quanto em ruminantes (KALRA; CROWLEY, 1992;
KALRA; KALRA, 1996). Em animais mal nutridos, que possuem pequena quantidade de
tecido adiposo, a expressao da leptina ¢ suprimida e o nivel central de NPY esta bastante
aumentado, resultando em inibi¢do da secrecdo hipotalamica de GnRH e, conseqiientemente,
na secre¢do hipofisaria de LH, além de aumento no apetite (KALRA et al., 1999). J4 em
animais alimentados e bem nutridos, com maior reserva de tecido adiposo e altos niveis de

leptina circulante, o nivel de NPY no sistema nervoso central ¢ menor, aumentando,
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conseqiientemente, a secrecdo de GnRH e LH (Figura 1). Desta forma, observa-se que,

enquanto a leptina age como um fator periférico de integragao entre status nutritivo e fungao

reprodutiva, o NPY atua como um fator central.
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Figura 1 - Envolvimento da leptina na regulagdo neuroendécrina da secregdo de

LH

A ativacdo do sistema NPY parece estar relacionada com alteracdes fisiologicas

cronicas, como as que ocorrem durante o jejum e aplicagdo cronica de leptina (BARB et al.,

2004) e sua atividade na regulacdo do apetite e da secrecdo de GnRH/LH foi relatada em
roedores, primatas, ovinos, bovinos e suinos (KAYNARD et al.,, 1990; KALRA, 1993;
THOMAS et al., 1999; BARB, 1999; MORRISON et al., 2003). Miner (1992), trabalhando

com ovinos, e Barb et al. (2001a), trabalhando com suinos, demonstraram que a administracao

de NPY possui efeito estimulatorio do apetite, sendo que, em suinos, tal efeito pode ser

revertido pela administracdo central de leptina (BARB, 1999). A infusdo de NPY também

estimulou o consumo alimentar e inibiu a secre¢do de gonadotrofinas em ovinos € bovinos

(GAZAL et al., 1998; THOMAS et al., 1999). Dyer et al. (1997) observaram que o tratamento

de camundongos ob/ob com leptina exdgena diminuiu a expressdo do RNAm do NPY no
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nucleo arqueado, restaurando a condi¢do corporal e a fungdo reprodutiva dos animais.
Observa-se também que a expressao de receptores de NPY ¢ menor em ovelhas em restrigao
alimentar, que em ovelhas com alimentagdo ad libitum (DYER et al., 1997).

Além do NPY, entretanto, existem outros neuropeptideos que parecem estar
envolvidos na mediacdo da agdo da leptina no sistema nervoso central, como o CART
(cocaine and amphetamine regulated transcript), por exemplo, um peptideo inibidor do
apetite. Experimentos in vitro, com explantes de hipotalamo retroquiasmatico de ratas pré-
puberes, contendo neurdnios produtores de GnRH, demonstraram um efeito estimulatorio da
leptina sobre a expressao do CART, com conseqiiente reducdo no intervalo entre os pulsos de
GnRH (LEBRETHON et al., 1999). Observou-se, também, que os efeitos do NPY no
intervalo dos pulsos de GnRH nao foram afetados por anticorpos anti-CART, indicando que
as vias leptina-CART sdo independentes do NPY e que provavelmente existam diversas vias
ligando a leptina aos neurdnios produtores de GnRH.

Neuronios hipotalamicos que expressam a POMC possuem sinapse direta com
neurdnios produtores de GnRH (CUNNINGHAM et al., 1999) e sdo imunorreativos a
anticorpos anti-OB-rb (IQBAL et al., 2001). A POMC, por sua vez, ¢ precursora de
substancias como B-endorfina, hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH), hormonio estimulador
de melanocitos (a-MSH) e NPY (RIVIER; RIVEST, 1991), sendo que ja foi demonstrado que
a B-endorfina e o a-MSH modulam a secre¢do de gonadotrofinas e o consumo alimentar
(BARB et al., 1991; MINER, 1992; VERGONI et al.,, 2000, SCHIOTH; WATANOBE,
2002). Em experimento realizado com camundongos ob/ob, Cunningham et al. (1999)
demonstraram que o tratamento com leptina restaura a expressao do gene codificador da

POMC.

3.3.3 Relagéo entreleptina, nutrigéo e fungéo reprodutiva

As alteragdes do status nutricional e do PV alteram o perfil hormonal dos animais,
influenciando diretamente o comportamento reprodutivo e atrasando a obtengao da puberdade
(KENNEDY; MITRA, 1963; FOSTER; OLSTER, 1985; DICKERMAN et al., 1993; GILL;
RISSMAN, 1997). Os hormonios e metabolitos que ligam nutri¢do e puberdade, assim como
0 mecanismo neuroenddcrino pelo qual os neurdnios produtores de GnRH s3o estimulados a

aumentar sua atividade secretdria, resultando na primeira ovulagdo, ainda nao foram
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totalmente elucidados (MACIEL et al., 2004a). Sabe-se que o inicio da puberdade ¢
influenciado por fatores periféricos, através de sinais metabolicos (CAMERON et al., 1985;
BARB et al.,, 1997), no entanto, devido ao grande numero de substincias originadas
perifericamente que podem agir centralmente, modificando a atividade neuronal, a
identificagdo de tais sinais ¢ bastante dificil. Neste contexto, a descoberta da leptina, potente
hormonio da saciedade sintetizado e secretado por adipdcitos e altamente correlacionado com
PV e adiposidade, representou um avanco no entendimento da relagdo entre tecido adiposo,
homeostase energética e regulacdo central da reprodu¢do (CAMPFIELD et al., 1995). Desde
entdo, diversos experimentos vém sendo realizados, demonstrando a relacdo entre leptina,
nutri¢ao e fung¢do reprodutiva.

Com a aproximagdo da puberdade, a concentracdo sérica de leptina aumenta
linearmente em diversas espécies, como roedores (AHIMA et al., 1997; CHEHAB et al.,
1997; QUINTON et al., 1999), humanos (GARCIA-MAYOR et al., 1997; MANTZOROS et
al., 1997; KIESS et al., 1999;), suinos (QIAN et al., 1999) e bovinos (GARCIA et al., 2002).
Em 2002, Garcia et al. observaram aumento na leptina sérica e na expressdao de seu gene,
coincidindo com um aumento na concentragdo sérica de IGF-I e no PV, durante o
desenvolvimento da puberdade em novilhas. Em humanos, Matkovic et al. (1997) observaram
uma relacdo inversa entre idade a menarca e concentragdo sérica de leptina, indicando que
individuos com altos niveis do horménio entravam em puberdade mais cedo. Da mesma
forma, Vaiciunas (2007), trabalhando com novilhas zebuinas geneticamente precoces € nao
precoces, observaram que um dos mecanismos envolvidos na precocidade sexual, foi a maior
expressao de leptina pelo tecido adiposo, além de menor expressao de receptores de NPY no
hipotdlamo. Por outro lado, criangas que apresentavam determinada mutagdo recessiva no
gene da leptina, ndo produzindo o hormdnio ou produzindo-o sem atividade bioldgica, nao
atingiam a maturidade sexual (KIESS et al., 1999).

Como descrito anteriormente, a concentracdo de leptina sérica ¢ um reflexo direto da
quantidade de tecido adiposo (reserva energética) e do consumo alimentar, sendo que a
subnutri¢do determina o bloqueio do eixo reprodutivo. Ja foi demonstrado, porém, que a
administracdo exogena de leptina restaura a pulsatilidade da secre¢do de LH, permitindo a
reativacdo do eixo reprodutivo e a ocorréncia normal da puberdade. A partir de tais
observagdes podde-se relacionar a leptina com os processos fisiolégicos de adaptagdo a
restricdo alimentar, que determinam o aumento do apetite e a reducdo da capacidade

reprodutiva, protegendo a fémea da concepc¢do e das demandas energéticas da gestacao.
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A subnutri¢do ¢ considerada um dos fatores primarios associados com o aumento do
numero de receptores de leptina no hipotalamo ventromedial de ovelhas (DYER et al., 1997)
e na hipofise e hipotalamo de ratos (ZAMORANO et al., 1997). Conclui-se, desta forma, que
0 jejum e a restri¢gdo energética cronica e severa sensibilizam o eixo hipotdlamo-hipofise a
acdo da leptina, reduzindo a secrecao hipofisaria de LH (MACIEL et al., 2004a).

Camundongos normais submetidos a restricdo alimentar, ndo apenas apresentaram
baixos niveis de leptina sérica, como também um quadro de hipogonadismo
hipogonadotréfico, reducdo dos niveis de tiroxina e niveis elevados de hormonio
adrenocorticotroéfico (ACTH) e corticosterona, indicando funcionamento anormal da hipoéfise.
Nestes animais, entretanto, o quadro foi parcialmente revertido pela administragao exogena de
leptina, em dose suficiente para normalizar seus niveis séricos (AHIMA et al., 1996). A
concentragdo sangiiinea de LH aumentou, também, apds a infusdo de leptina periférica e
intraventricular em primatas nao-humanos (FINN et al., 1998) e vacas ovariectomizadas com
implante de estradiol e em restri¢ao alimentar (AMSTALDEN et al., 2002). Barb et al. (2004)
observaram que o tratamento com leptina em explantes de cabras pré-puberes inteiras ou
ovariectomizadas, em dieta de mantenca, estimula a secrecdo basal de LH diretamente da
hipofise anterior e a liberagdo de GnRH do nucleo pré-optico do hipotalamo. Em ruminantes
pré-puberes, a restricdo alimentar aguda reduziu a expressao do gene da leptina e sua secrecao
pelo tecido adiposo, e aumentou a expressao hipotalamica do receptor OB-rb (DYER et al.,
1997; AMSTALDEN et al., 2000), ao mesmo tempo que reduziu a concentragdo sérica de
insulina e IGF-I, e a freqiiéncia de pulsos de LH (AMSTALDEN et al., 2000; MORRISON et
al., 2001). Entretanto, ao contrario da novilha, o jejum agudo (2 a 3 dias) falhou em reduzir a
pulsatilidade do LH na vaca madura (AMSTALDEN et al., 2002), sugerindo a existéncia de
maior sensibilidade do eixo hipotdlamo-hipdéfise de animais jovens as variagdes na
disponibilidade de energia e sugerindo que, nestes, o nivel critico de leptina ¢ atingido mais
facilmente (WILLIAMS et al., 2002). Além disso, esta auséncia de efeito da restrigdao
alimentar, observada em vacas maduras previamente bem alimentadas, pode resultar da
quantidade de gordura acumulada antes do periodo de jejum e do fato de a fermentagdo
ruminal ainda continuar a ocorrer por um periodo relativamente longo ap6s a ultima refeicao.

E importante salientar que, embora a leptina possa participar da sinalizagio do status
metabolico ao sistema nervoso central, a resposta neuroendocrina a restricdo energética aguda
parece depender da espécie animal estudada (BARB et al., 2004). Experimentos realizados
com suinos demonstraram que o jejum agudo, de aproximadamente 28 horas, reduz a secre¢ao

de leptina pelo tecido adiposo, mas ndo afeta a secrecdo de LH pela hipofise (BARB et al.,
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2001b). Acredita-se que a habilidade dos suinos em manter um estado de euglicemia durante
o jejum agudo, possa contribuir para esta auséncia de efeito sobre a secregao de LH (BARB et
al., 1997).

A habilidade da leptina aplicada perifericamente em novilhas com idade proxima a
prevista para a ocorréncia natural da puberdade, em prevenir a redugdo na freqiiéncia de
pulsos de LH devido ao jejum, decorre de sua habilidade em modular a atividade do gerador
de pulsos de GnRH neste modelo animal (MACIEL et al., 2004b). Tal afirmagdo esta de
acordo com outros trabalhos publicados em roedores (AHIMA et al., 1997), macacos (FINN
et al., 1998) e carneiros com implante de estradiol (NAGATANI et al., 2000), e sugerem que
a leptina tenha um importante papel como elo entre status nutricional e eixo reprodutivo
central em bovinos (GARCIA et al., 2002). Entretanto, a acdo central da leptina na secre¢ao
hormonal depende inteiramente da condi¢do nutricional do animal, uma vez que tanto sua
expressdo quanto sua concentragdo sangiiinea sdo altamente responsiveis ao fluxo de
nutrientes.

Diversos experimentos realizados com ovinos e bovinos demonstram que a leptina
estimula a secre¢do de LH apenas em situagdes de estresse nutricional (NAGATANI et al.,
2000; HENRY et al., 2001; AMSTALDEN et al., 2002, 2003). Henry et al. (1999)
verificaram que a administragdo intraventricular cronica de leptina estimula a secre¢ao de LH
em ovelhas ovariectomizadas em restricao alimentar, mas nao tem efeito em ovelhas bem
nutridas com reposicao de esterdides. Morrison et al. (2002), por sua vez, observaram que a
administracao de leptina nao afetou a secre¢do de nenhum horménio, incluindo LH ¢ GH, em

cordeiras bem alimentadas.

3.3.4 Papel da leptina na obtengdo da puberdade

Sabe-se que o desenvolvimento da puberdade ndo ¢ resultado simplesmente da idade
cronoldgica, mas até certo ponto, pode ser influenciado por fatores internos e externos, como
taxa de crescimento, composi¢do corporal (adiposidade), estresse, consumo de energia,
alteracdes anuais no fotoperiodo, ritmo circadiano, esterdides gonadais, gasto energético e
sinais olfativos (EBLING, 2005). Nao ¢ surpresa, portanto, que um grande numero de
substancias participem da sinalizagdo de todas essas informagdes aos neuronios secretores de

GnRH.
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H4 muito a relagdo entre quantidade de tecido adiposo e maturacdo sexual ¢
conhecida. Um estudo realizado em adolescentes, entre 1980 ¢ 1997, nos EUA, demonstrou
uma tendéncia de reducdo na idade média a menarca no ano de 1997 em relagdo a 1980, o que
estava associado com a maior incidéncia de sobrepeso na adolescéncia em 1997 (HERMAN-
GIDDENS et al., 1997). Por outro lado, ja havia sido demonstrado que os camundongos
ob/ob, apesar de extremamente obesos, ndo entravam em puberdade (BRATT et al., 1982),
indicando que a porcentagem de gordura corporal, por si s0, ndo € o fator desencadeante da
puberdade. A observacdo de que a administragdo de leptina estimulava o desenvolvimento
reprodutivo destes camundongos (FOSTER; NAGATANI, 1999) e aumentava a secre¢ao de
gonadotrofinas em criangas congenitamente obesas, que ndo produziam leptina endogena
(FAROOQI et al., 1999), indicou o possivel papel da leptina como um “portdo metabdlico”
para a ocorréncia da puberdade. Em estudo realizado com novilhas, Garcia et al. (2002)
demonstraram que a maior parte da variagdo na idade a puberdade encontrada, podia ser
explicada pela variacao no PV, e que este apresentava alta correlagdo positiva (R=0,85) com a
concentragdo sérica de leptina. Os autores observaram, também, que a leptina sérica aumentou
linearmente a partir da 16* semana anterior até a semana da primeira ovulagdo.

O consumo moderado de energia, associado a restricdo do crescimento, pode atrasar a
puberdade através da prevencdo do aumento na freqiiéncia de pulsos de LH, devido, em parte,
ao aumento na sensibilidade do hipotalamo ao feedback negativo do estradiol e conseqiiente
falha na sinalizagdo do GnRH (KINDER et al., 1987). Este complexo sistema de comunicacao
neuro-humoral ¢ profundamente afetado pelo consumo de energia e pelo metabolismo, tanto
antes quanto apds a maturagao sexual. O papel da leptina, especificamente, no inicio da
puberdade, quando o gerador de pulsos de GnRH estd sendo reativado, ainda ndo estd bem
esclarecido (CLAYTON et al., 2000) e, apesar de existirem vdrias evidéncias de que a leptina
esteja de fato fisiologicamente envolvida com a maturagdo do eixo reprodutivo, ainda ha
muita discussdo sobre se ela age como um ‘“gatilho” ou apenas um sinal permissivo ao
desenvolvimento da puberdade.

Inicialmente, a observacdo de que o tratamento com leptina adiantava a puberdade em
camundongas normais pré-puberes (CHEHAB et al., 1997), levou ao conceito de que a leptina
seria um gatilho, sinalizando ao sistema nervoso central a existéncia de depositos de energia
adequados para o inicio do dispendioso processo reprodutivo. Entretanto, estudos
subseqiientes falharam em repetir tais resultados, demonstrando que a leptina ndo adiantava a
puberdade em camundongas bem nutridas (CHEUNG et al., 2001), mas apenas prevenia o

atraso da puberdade em camundongas e ratas subnutridas, com reservas deficientes de energia
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(AHIMA et al., 1996; CHEUNG et al., 1997). Analisados em conjunto, os dados fornecem a
base para a afirmagdo de que leptina possui apenas um papel permissivo a ocorréncia da
puberdade, ao invés de funcionar como um gatilho propriamente dito. Em outras palavras,
conforme aumenta a concentracdo de leptina circulante, durante o desenvolvimento puberal
normal ou devido a administragdo exdgena, atinge-se um limiar que permite a ativacdo do
eixo reprodutivo. Entretanto, os resultados obtidos a partir de diversos experimentos ainda sao
conflitantes. Ahima et al. (1997) e Chehab et al. (1997) observaram que a administragdo
intraperitoneal de leptina em doses suficientes para reduzir o apetite ¢ o PV, ou em dose
menor, que ndo apresente efeito na redugdo do PV, adiantou a ocorréncia da puberdade em
camundongas normais pré-puberes. Quando o mesmo tratamento foi aplicado em ratas pré-
puberes, no entanto, ndo foi observado efeito algum quando as ratas eram bem alimentadas,
mas apenas quando os animais foram mantidos em jejum (CHEUNG et al., 1997; AUBERT et
al., 1998). Ja Barash et al. (1996) afirmam que o tratamento com leptina adianta a maturagao
sexual de animais tanto em restrigdo alimentar quanto alimentados ad libitum.

Ha outros fatores, além da leptina, envolvidos na regulagdo do inicio da puberdade.
Alguns autores afirmam que o estradiol modula a resposta hipotdlamo-hipofisaria a leptina,
regulando as alteragdes na expressdo do gene ob, observadas na puberdade (BARB et al.,
2004). Experimentos utilizando cabritas pré-puberes demonstraram que a expressao de
RNAm de leptina no tecido adiposo, induzida pelo estrogeno, ocorreu no tempo esperado de
puberdade, mas ndo em animais mais jovens (QIAN et al., 1999), o que estava associado com
uma elevagdo na secrecdo de LH e uma elevacdo na expressdo de receptores OB-rb no

hipotalamo, dependente da idade (LIN et al., 2001).

3.4 Funcdo Ovariana

O ciclo estral dos bovinos dura cerca de 21 a 22 dias e apresenta um padrdo de ondas,
que varia de uma a quatro por ciclo, sendo que o padrio em trés ondas € o mais
freqiientemente observado (GINTHER et al., 1989). Cada onda folicular dura uma média de 7
a 10 dias e passa por fazes de emergéncia, selegdo, divergéncia, domindncia e
atresia/ovulacdo. De uma forma geral o ciclo estral ¢ regulado por mecanismos enddcrinos e
neuroenddcrinos, envolvendo principalmente hormdnios hipotaldmicos, gonadotrofinas e

esterdides gonadais, sendo que o crescimento folicular envolve a proliferacdo e a
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diferenciagdo, induzidas hormonalmente, das células da granulosa e da teca, aumentando
gradativamente a capacidade do foliculo de produzir estradiol e responder as gonadotrofinas.
A produgdo de estradiol, por sua vez, ¢ o fator que determina qual foliculo obterd um ntimero
suficiente de receptores de LH para a ovulagao e luteinizacdo (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Os primeiros foliculos antrais aparecem no periodo pré-pubere na porca e na coelha,
ou até mais cedo, na vaca e na ovelha, porém o desenvolvimento folicular completo s6 ¢
observado quando o FSH e o LH alcancam perfis adultos (HAFEZ; HAFEZ, 2004). A
emergéncia de um onda folicular ¢ estimulada pelo aumento transitorio (de 1 a 2 dias) na
concentragdo sérica do FSH, que ocorre tanto em vacas ciclicas (ADAMS et al., 1992;
GINTHER et al., 1997) quanto em vacas em anestro (STAGG et al., 1998). Ap6s alcancar um
pico, a concentracdo de FSH declina por vérios dias, ao mesmo tempo em que os foliculos
crescem, passando de aproximadamente 4,0 mm para cerca de 8,5 mm de didmetro (ADAMS
et al., 1992; GINTHER et al., 1997). Diversos foliculos sdo recrutados no inicio de cada onda,
crescendo de forma semelhante até o momento da divergéncia, quando surge um tnico
foliculo dominante, que se diferencia dos demais foliculos subordinados. O momento da
divergéncia folicular ¢ definido como o momento em que a diferenca de didmetro entre os
dois maiores foliculos aumenta (GINTHER et al., 1997), o que tipicamente ocorre quando o
maior foliculo alcancga 8,5 mm de diametro (GINTHER et al., 1997; GINTHER et al., 1998;
GINTHER et al., 1999; KULICK et al., 1999; GINTHER et al., 2001).

A partir da divergéncia, um estado de dominancia funcional ¢ estabelecido, no qual o
foliculo dominante (FD) continua a crescer, enquanto os subordinados cessam seu
crescimento ¢ comegam a regredir. Além do substancial aumento no tamanho, o FD se
diferencia dos subordinados pela maior capacidade de produzir estradiol (GINTHER et al.,
1997; AUSTIN et al, 2001) e pelo aumento na concentragdo intrafolicular de IGF-I
(GINTHER et al., 2001). Os foliculos subordinados, entdo, perdem a capacidade de secretar
estradiol, param de crescem e comecam a diminuir de tamanho, tornando-se atrésicos.
Durante a atresia folicular observa-se, também, uma reducdo nos sitios de ligacdo de
gonadotrofinas (IRELAND; ROCHE, 1983a, b) e o inicio do processo de apoptose das células
da granulosa.

A partir da selecdo, durante a redugdo da concentracdo de FSH, o FD mantém um
nivel constante de secrecdo do hormonio até sua ovulagdo ou eventual atresia, dependendo do
padrdo de secrecao de LH. Nos estagios finais do processo de sele¢do ocorre uma alteragao e
o FD, que inicialmente dependia de FSH para seu crescimento, passa a expressar apenas

receptores de LH nas membranas das células da granulosa, de forma que a continuagdo do
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crescimento ¢ da secrecdo folicular de estradiol se tornam dependentes do aumento na
freqiiéncia dos pulsos de LH (SIROIS; FORTUNE, 1990; STOCK; FORTUNE, 1993;
DISKIN et al., 2003). A ovulacdo ocorrera, entdo, se houver um foliculo maduro e quando o
nivel crescente de estradiol, secretado pelo FD, associado ao nivel decrescente de
progesterona, acionar o pico de secre¢do de LH.

Apo6s a ovulagdo as células do foliculo ovulatério sofrem um processo de luteinizagao,
formando um corpo luteo (CL), que ird secretar progesterona iniciando a fase luteinica do
ciclo estral, que em vacas e porcas dura de 16 a 17 dias (HAFEZ; HAFEZ, 2004). A
progesterona secretada pelo CL prepara o Utero para uma possivel gestagdo. Caso a gestacao
ndo ocorra, a secre¢do uterina de prostaglandina F,, inicia o processo de luteolise,

determinando a regressdo do CL e o inicio de nova fase folicular.

3.4.1 Efeito da nutrigdo no desenvolvimento folicular

A literatura sobre o efeito da nutricdo no desenvolvimento folicular de bovinos é
relativamente escassa, mas o hipotalamo (através da sintese e liberacdo de GnRH), a hipofise
anterior (através da sintese e liberacdo de FSH, LH e GH) e os ovérios (através da regulagdo
do crescimento folicular e da sintese de esterdides) representam potenciais locais de acao.
Estudos sugerem que os mecanismos que levam a falha na ovulagdo podem operar de forma
diferente nestes diferentes pontos, dependendo da duracdo e da severidade da restricdo
alimentar (DISKIN et al., 2003).

Durante a restricdo alimentar aguda, Mackey et al. (1999) demonstraram que a falha
ovulatoria estava associada com a auséncia do pico pré-ovulatorio de LH e FSH, fato este que
poderia ser mediado por alteragdes no funcionamento tanto do hipotalamo quanto da hipoéfise,
no entanto, o aumento na concentra¢do de estradiol que determina o comportamento de cio
estava mantido. J& na restricao alimentar cronica, a falha na ovulagdo e a auséncia dos picos
de FSH e LH foram acompanhadas por auséncia do aumento na secre¢do de estradiol,
indicando que, neste caso, provavelmente ndo houve pulsos suficientes de LH para induzir a
produgdo do estradiol. Desta forma, os autores concluiram que a falta do feedback positivo
permitiu que as baixas concentracdes de estradiol impedissem o aumento da pulsatilidade do

GnRH no hipotélamo, caracteristico da fase do ciclo estral.
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Murphy et al. (1991), estudando novilhas de corte alimentadas com 0,7, 1,1 ou 1,8%
PV/dia, com base na MS, observaram uma reduc¢ao no didmetro maximo e na persisténcia do
FD nos animais em restricdo alimentar, apesar de a ovula¢do ter se mantido. Trabalhos
subseqiientes obtiveram resultados semelhantes, com redugdo da taxa de crescimento,
didmetro maximo e persisténcia do FD, até a ocorréncia de anestro nutricional (RHODES et
al., 1995; BOSSIS et al., 1999; STAGG, 2000). Lucy et al. (1991) também observaram
relacdo entre balanco energético negativo e redu¢do do didmetro folicular maximo em vacas
de leite no pds-parto.

Ja foi sugerida a existéncia de efeitos diretos da nutricdo na fungdo ovariana, no
entanto, a comprovacao de tal afirmacgdo ¢ dificultada, uma vez que o efeito da reducao do
consumo de nutrientes na reducdo da secre¢do de LH gera confundimento (RONNEKLEIV et
al., 1978; FITZGERALD, 1984).

Trabalhando nesse sentido, McShane e Keisler (1991) avaliaram cordeiras
cronologicamente imaturas recebendo alimentacdo normal ou restrita, e tratadas ou ndo com
injecdes de LH, de forma a simular o padrao de secre¢do enddgeno que resultaria no pico pré-
ovulatério de LH em ovelhas adultas. Os autores observaram que os ovarios das cordeiras de
ambos os grupos foram capazes de responder ao LH com aumento na secrecdo de 17f-
estradiol, o qual provocou o pico de LH e determinou a ovulagdo. Entretanto a resposta dos
animais em restricdo alimentar ocorreu com cerca de 13 horas de atraso. A restri¢ao
alimentar, dessa forma, apesar de ndo impedir que os ovarios respondessem ao LH, alterou a
qualidade dessa resposta, indicando que a nutri¢cdo ¢é capaz de atuar nos dois niveis de controle

da reproducao, central e periférico.

3.4.2 Efeito periférico da leptina na fungdo ovariana

Diversos experimentos demonstram que a leptina regula o desenvolvimento da
puberdade através de agdo central no hipotdlamo, e ndo por acdo periférica nas génadas
(CASANUEVA; DIEGUEZ, 1999), no entanto existem evidéncias de que haja também algum
efeito endocrino periférico, diretamente na fungdo ovariana, assim como nos 06citos € no
desenvolvimento embrionario pré-implantacdo de mamiferos.

Observa-se que os tecidos gonadais possuem todas as isoformas do receptor OB

(SPICER; FRANCISCO, 1997; 1998). Ja foram identificados receptores de leptina nas células
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da granulosa e da teca, nas células do cumulus oophorus, no oécito e no embrido. Além disso,
a presenca de leptina ja foi descrita, também, nos fluidos folicular e uterino, provando sua
disponibilidade para atuag@o nos foliculos ovarianos e odcitos, assim como nos embrides pré-
implantacdo (CIOFFI et al., 1997; KARLSSON et al., 1997, AGARWAL et al., 1999;
BARKAN et al., 1999; BARROSO et al., 1999; BUTZOW et al., 1999; RYAN et al., 2002).

Uma série de hormonios metabolicos, como GH, insulina, IGF-I e inclusive a leptina
parecem representar papéis importantes no controle do desenvolvimento folicular,
provavelmente mediando o efeito do consumo alimentar e do balango energético na
reprodugdo e fertilidade das vacas. Diversos experimentos in vitro, utilizando cultura de
células, demonstraram um efeito direto da leptina nas células da granulosa (SPICER;
FRANCISCO, 1997; KARLSSON et al., 1997, ZACHOW; MAGOFFIN, 1997, AGARWAL
et al., 1999; ZACHOW et al., 1999), o que pode estar envolvido na regulacdo do tamanho dos
foliculos e na qualidade dos oocitos (BOLAND et al., 2001). Entretanto, ao contrario do
efeito estimulatério central, o efeito periférico da leptina parece ser inibitorio da sintese de
esteroides. Varios autores demonstraram que a leptina atenua a esteroidogénese induzida por
gonadotrofinas e fatores de crescimento, tanto em células da teca (SPICER; FRANCISCO,
1998; AGARWAL et al, 1999) quanto em células da granulosa isoladas (SPICER;
FRANCISCO, 1997; ZACHOW; MAGOFFIN, 1997; AGARWAL et al., 1999; BRANNIAN
et al., 1999). Karlsson et al. (1997) demonstraram que a leptina suprime a sintese ovariana de
estradiol e progesterona in vitro. Em ovarios bovinos, foi observado um antagonismo direto
da leptina sobre o efeito estimulatdrio da insulina na esteroidogénese das células da granulosa
(SPICER; FRANCISCO, 1998), sendo que, na auséncia de insulina, a leptina apresentou
pouco ou nenhum efeito. Por outro lado, Ruiz-Cortez et al. (2003) relataram um efeito
bifasico da leptina em células da granulosa de suinos, nas quais niveis fisiologicos do
hormdnio estimularam a esteroidogénese, enquanto niveis mais altos a inibiram.

Ainda nao se sabe por que a leptina exerce efeito positivo na reprodugdo e na funcgao
ovariana de camundongos ob/ob, mas exerce efeitos negativos na esteroidogénese ovariana in
vitro (SPICER, 2001). Talvez este fato ocorra devido a existéncia, in vivo, de multiplos sitios
de acdo da leptina no eixo hipotadlamo-hipofise-gonadal ¢ da maioria dos estudos terem
utilizados culturas de células isoladas, em condigOes totalmente diferentes das condigdes

fisiologicas no ambiente ovariano (SWAIN et al., 2004).
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4 MATERIAISE METODOS

4.1 Local, Instalagbes e Animais

O presente experimento foi realizado no Confinamento Experimental da
Coordenadoria do campus Administrativo de Pirassununga, na Universidade de Sao Paulo,
Pirassununga, SP, Brasil.

Trinta e seis novilhas pré-puberes da raga Nelore, selecionadas através de pesagens,
avaliacdo do escore de condicdo corporal e avaliagcdo ultrassonografica da condi¢ao ovariana
(auséncia de corpo luteo), foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos experimentais,
com 12 animais cada, de acordo com a dieta oferecida e com o tratamento hormonal aplicado:
A) dieta de alta densidade energética; B) dieta de baixa densidade energética; BL) dieta de
baixa densidade energética com aplicacdo subcutdnea de leptina recombinante ovina
(oLeptina). No inicio do experimento os animais apresentavam de 18 a 20 meses de idade,
peso vivo médio (PV) de 276,1 = 17,9 kg e escore de condigdo corporal médio (ECC) de 4,7 +
0,46, em escala de 1 a 9, onde 1 representa um animal muito magro e 9 representa um animal
obeso.

As novilhas foram alojadas em duas baias coletivas, sob condi¢cdes ambientais de luz e
temperatura, de acordo com a dieta oferecida, de modo que o grupo A ocupou uma baia e os

grupos B e BL ocuparam, juntos, a outra baia.

4.2 Dietas

As dietas foram formuladas e balanceadas, segundo o NRC (1996), para atender as
exigéncias de mantenca e promover um ganho de peso vivo médio diario (GMD) de 0,3 kg
PV/dia, nos grupos recebendo dieta de baixa energia (B e BL), e 1,0 kg PV/dia no grupo
recebendo dieta de alta energia (A).

A dieta de alta energia era composta por silagem de milho, como volumoso, e
concentrado a base de farelo de soja, milho moido, calcario e suplemento mineral para

bovinos de corte (Agromix SuperCria®), e apresentou relacio volumoso:concentrado de 57:43
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com base na MS. A dieta de baixa energia, por sua vez, era composta por bagago de cana in
natura (utilizado para limitar a ingestao de energia) e silagem de milho, como volumosos, ¢
concentrado a base de farelo de soja, uréia, calcario e suplemento mineral para bovinos de
corte (Agromix SuperCria™), e apresentou relagio volumoso:concentrado de 88:12 com base
na MS

As dietas foram fornecidas ad libitum na forma de ragao total, uma vez ao dia, as 7:00
horas, em cochos adequados de alvenaria e com pelo menos 70 cm lineares por cabega, dando
acesso a todos os animais ao mesmo tempo e reduzindo a competi¢do individual pelo
alimento. O controle de consumo foi realizado em grupo através da pesagem didria das sobras
e manutencdo destas entre 5 e 10% do total oferecido. As dietas foram ajustadas
semanalmente de acordo com o teor de matéria seca (MS) da silagem de milho e do bagaco de
cana. As novilhas foram pesadas e o ECC foi avaliado duas vezes por semana, para
acompanhamento do GMD. Amostras das sobras ¢ dos ingredientes da dieta foram coletadas
semanalmente e armazenadas em freezer a -20°C para posterior analise da composi¢do
bromatologica.

A composicdo bromatoldgica dos ingredientes e das dietas, assim como a propor¢ao
dos ingredientes nas dietas experimentais encontram-se nas tabelas 1 e 2.

As andlises de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), matéria
mineral (MM) e lignina foram realizadas de acordo com metodologia descrita por Silva e
Queiroz (2002), sendo que o teor de proteina bruta (PB) foi obtido pela multiplicacdo do teor
de nitrogénio total, obtido pelo método micro Kjeldahl, por 6,25. Os teores de fibra em
detergente neutro livre de cinzas (FDNc) foram obtidos em sistema extrator de fibra Ankon®,
segundo metodologia descrita por Van Soest et al. (1991), utilizando a-amilase termo-estavel
e uréia, seguido por queima em mufla a 500°C. Os teores de fibra em detergente neutro
indigestivel (FDNi) foram obtidos in vivo, utilizando saquinhos de tecido nao-tecido (TNT),
incubados por 264 horas no rimen de duas vacas Holandesas fistuladas e adaptadas, segundo
metodologia detalhada mais & frente. Os carboidratos ndo fibrosos livre de cinzas (CNFc)
foram calculados pela formula: CNFc = 100 — (FDNc + MM + EE + PB). Os valores de
energia bruta (EB) foram obtidos diretamente em bomba calorimétrica e os nutrientes
digestiveis totais (NDT) foram calculados segundo equagdes do NRC (2001), em que: NDT =
CNFd + PBd + (AGd * 2,25) + FDNd — 7, onde PBd, CNFd, AGd e FDNd representam o

total destes nutrientes digestiveis.



Tabela 1 - Teores de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB), extrato etéreo
(EE), fibra em detergente neutro livre de cinzas (FDNc), fibra em detergente neutro
indigestivel (FDNi), lignina (LIG), carboidratos ndo fibrosos livre de cinzas (CNFc),
carboidratos totais (CHO), matéria mineral (MM), nutrientes digestiveis totais (NDT),
energia bruta (EB) e energia liquida de ganho (ELg) das dietas experimentais

Bagaco de cana  Silagem de Milho Farelo de

[tens - 4 , .
in natura milho moido soja

MS! 57,27 36,75 88,15 88,76
MO? 93.16 94,50 98,66 93,19
PB® 1,69 7,51 10,08 53,36
EE’ 0,50 3,84 433 1,69
FDN¢? 86,41 45,08 11,37 13,83
FDNi* 54,29 21,74 3,10 2,02
LIG? 9,15 2,15 0,40 1,96
CNF¢? 4.56 38,06 72,87 2431
CHO? 90,97 83,14 84,25 38,14
MM? 6,84 5,50 1,34 6,81
NDT?* 43,89 69,52 77,34 89,13
EB’ (cal/g MS) 4209,29 4244.93 4409,24 474431

'9% matéria natural; > % matéria seca; ° Estimado pelas equagdes do NRC (2001); * Obtido em bomba calorimétrica
" Para o célculo de NDT foram utilizados os valores de NIDA e NIDN da Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos para

Bovinos (Valadares Filho et al., 2006).
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Tabela 2 - Composicao percentual dos ingredientes e teores de matéria seca (MS),
matéria organica (MO), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra em
detergente neutro livre de cinzas (FDNc), fibra em detergente neutro
indigestivel (FDNi), lignina (LIG), carboidratos nao fibrosos livre de cinzas
(CNFc), carboidratos totais (CHO), matéria mineral (MM), nutrientes
digestiveis totais (NDT), energia bruta (EB) e energia liquida de ganho
(ELg) das dietas experimentais

Dietas Experimentais

Ingredientes (%MS) Al B’
Bagaco de cana in natura - 37,40
Silagem de milho 56,63 50,44
Milho moido 25,97 -
Farelo de soja 16,34 10,38
Uréia pecuaria - 0,93
Calcareo 0,72 0,41
Mistura mineral® 0,34 0,41
Composicao bromatol 6gica

Mms? 59,27 50,89
MO’ 94,40 93,16
PB’ 15,59 12,57
EE’ 3,59 2,30
FDN¢’ 30,74 57,11
FDNi{’ 13,44 31,48
LIG’ 1,64 4,71
CNF¢’ 44,50 23,43
CHO’ 75,19 79,93
MM’ 5,59 6,81
NDT® 75,15 59,51
EB’ (cal/g MS) 4323,91 4208,05

! Dieta de alta densidade energética; * Dieta de baixa densidade energética; * Mistura mineral para bovinos de
corte Agromix SuperCria® (composigio bésica por quilograma do produto: fésforo — 85 g, calcio — 130 g,
magnésio — 5 g, enxofre — 25 g, sodio — 156 g, cloro — 240 g, zinco — 5000 mg, cobre — 1500 mg, ferro — 1700
mg, manganés — 1250 mg, cobalto — 120 mg, selénio — 15 mg, fliior — méximo de 850 mg); * % matéria
natural; > % matéria seca; ® Estimado pelas equagdes do NRC (2001); 7 Obtido em bomba calorimétrica.

" Para o célculo de NDT foram utilizados os valores de NIDA e NIDN da Tabela Brasileira de Composigio de
Alimentos para Bovinos (Valadares Filho et al., 2006).
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4.3 Tratamento Hor monal

Apo6s 14 dias de adaptagdo as instalagdes e as dietas, iniciou-se o tratamento hormonal
com leptina recombinante ovina altamente purificada (oLeptina — Protein Rehovolt, Israel),.
As novilhas do grupo BL receberam 4,8 pg oLeptina’kg PV via subcutanea, duas vezes ao
dia, com intervalo de 12 horas entre as aplicagdes (as 6:00 e as 18:00 horas), por 56 dias. O
esquema de aplicagdo visou elevar a concentragao plasmatica de leptina para valores acima de
5 ng/ml por cerca de 8 a 12 horas (MACIEL et al., 2004a). O volume aplicado foi
aproximadamente 2 ml, com pequena variacao de acordo com o PV. De forma semelhante, os
grupos A e B receberam 2 ml de solugdo salina subcutanea.

A solugdo de oLeptina foi preparada a cada trés dias, através da dilui¢do do horménio
liofilizado em volume adequado de solucdo salina estéril, sendo armazenada sob refrigera¢ao
até o momento da aplicagao.

Para a determinagdo do momento aproximado da primeira ovulagdo e, portanto, da
obten¢do da puberdade, foi realizada ultrassonografia transretal linear em tempo real, duas
vezes por semana (as segundas e as quintas-feiras), com aparelho Aloka SSD-500V e
transdutor de 7,5 MHz, até que todas as novilhas tivessem ovulado. Foram avaliados a
presenca de corpo luteo (CL) e o diametro médio maximo do foliculo dominante de cada
ovario. Segundo Fortune et al. (1988) e Knopf et al. (1989), a ultrassonografia ¢ um método
confidvel para a medicdo de foliculos de didmetro maior ou igual a 3 mm e para
acompanhamento das alteracdes subseqiientes, relacionadas com o desenvolvimento de
foliculos individuais.

Amostras de sangue (10 ml) foram coletadas por pun¢do da veia jugular, em tubos
Vacutainer® secos, duas vezes por semana, simultanecamente a avaliagdo ultrassonografica,
para dosagem da concentragdo de progesterona no soro e confirmacdo da ovulagdo. A
ocorréncia de ciclos estrais curtos, com menos de sete dias de duracdo e com corpos ltiteos de
vida curta, sdo comuns quando as novilhas estdo comecando a ovular, tanto em animais Bos
taurus taurus quanto em animais Bos taurus indicus (EVANS et al., 1994), de forma que
optou-se pela coleta mais freqliente de sangue, impedindo que a ocorréncia de ovulagdes em
ciclos curtos passassem despercebidas. Apds a coleta, o sangue foi imediatamente
armazenado em isopor com gelo e levado ao laboratorio, onde foi centrifugado a 1500 g por

30 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C, em no maximo duas horas apés a coleta, de modo
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a minimizar a degradacio dos horménios. O soro foi transferido para tubos Eppendorff® de
1,5ml e armazenado em freezer a -20°C, até a realizacdo das dosagens hormonais.

A dosagem de progesterona foi realizada no Laboratdério de Dosagens Hormonais do
Departamento de Reprodug¢do Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, SP. Utilizou-se o método de radioimunoensaio (RIA)
em fase soélida com reagentes comerciais (kits Coat-A-Count para determinacao direta de
progesterona, Siemens). Para o presente experimento, a idade a puberdade foi considerada
como a idade a primeira deteccdo de um corpo luteo por ultrassonografia transretal,
confirmado como sendo funcional por concentragdo de progesterona sanguinea maior que 1

ng/ml (OYEDIPE et al., 1986).

4.4 Estimativa de Consumo

O consumo individual das novilhas alimentadas em grupo foi estimado a partir da
administracdo do indicador externo 6xido cromico e¢ da determinag¢do do indicador interno
fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi). Enquanto o primeiro foi utilizado para estimar
a produgdo de MS fecal total (MSF), o segundo foi utilizado para estimar a digestibilidade
aparente total da dieta.

Foram pesados 12 g de 6xido cromico/animal/dia, os quais foram acondicionados em
saquinhos de papel e oferecidos via oral por ingestao for¢ada, uma vez ao dia, no momento da
aplicagdo do hormonio/solugdo salina, as 6:00 horas. Os saquinhos foram colocados
diretamente na glote do animal, de modo a ser imediatamente deglutidos, evitando
regurgitagdo ¢ mastigacdo dos mesmos. Os animais receberam o marcador por 10 dias
consecutivos, no meio do periodo de tratamento hormonal, dos quais os primeiros cinco dias
representaram o periodo de adaptagdo e os ultimos cinco dias representaram o periodo de
coleta de amostras (fezes, sobras e ingredientes da dieta). As fezes foram coletadas
diretamente do reto, duas vezes ao dia, no momento da administracdo do marcador (6:00
horas) e no final da tarde (18:00 horas). As amostras de fezes, sobras e ingredientes foram
acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em freezer a -20°C até andlise.

A dosagem do cromo nas fezes foi realizada em amostras compostas dos cinco dias de
coleta de cada animal, segundo método colorimétrico adaptado de Savastano (1993), através

da digestao nitroperclorica do cromo nas amostras.
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As amostras de fezes foram pré-secas em estufa de ventilagdo forgada a 60°C por 72
horas e moidas em moinho de facas com a utilizagdo de peneira de 1 mm. Foram pesados 250
mg de amostra, em duplicatas, em tubos de vidro micro Kjeldahl, aos quais foram adicionados
10 gotas de acido sulfurico PA, 5 ml de 4cido nitrico PA e 3 ml de é4cido perclorico 70%,
nesta ordem. Os tubos foram acondicionados em bloco digestor a 100°C, sendo que a
temperatura foi elevada de 50 em 50°C, a cada 10 a 15 minutos, até alcangar 300°C, até
digestdo completa das amostras, ou seja, até que a coloragdo passasse de marrom para
amarela. Apos a digestdo, as amostras foram diluidas em baldo volumétrico de 100 ml, com
agua destilada.

A reagdo colorimétrica foi realizada adicionando-se 1 ml da amostra diluida, 4 ml de
agua destilada e 5 ml de solucdo cetonica diluida. A solugdo cetdnica diluida foi obtida
adicionando-se 10 ml de solu¢do cetonica (250 mg de difenilcarbazida diluida em volume de
acetona PA suficiente para 100 ml de solu¢do) em 40 ml de dgua destilada. As amostras, que
apresentavam coloracdo violeta de diferentes intensidades, foram analisadas em
espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 550 nm.

Para a constru¢do da curva padrdo, foram pesados 10 mg de 6xido de cromo em dois
tubos micro Kjeldahl, os quais foram digeridos e diluidos como descrito acima. A reacao
colorimétrica foi, entdo, realizada adicionando-se 5 ml de cada diluicdo do padrao a 5 ml de
solucdo cetonica diluida.

A producdo de MS fecal total (MSF) foi estimada pela formula MSF (g/dia) =
consumo do indicador (g/dia) / concentragdo do indicador nas fezes (g/gMS) (SMITH; REID,
1955).

Para a determinac¢do do teor de FDNi, as amostras compostas de sobras, ingredientes e
fezes, referentes aos 5 dias de coleta, foram pré-secas em estufa de ventilagdo forgada a 60°C
por 72 horas e moidas em moinho de facas com a utilizagdo de peneira de 2 mm (CASALI,
2006). Quadruplicatas de cerca de 0,5 g de amostra foram pesadas e acondicionadas em
saquinhos de tecido ndo-tecido (TNT, 100 g/m?), com dimensdes de 4 x 5 cm, respeitando a
relacdo de 20 mg MS/cm? de superficie (NOCEK, 1988; CASALI, 2006).

Duas vacas Holandesas, fistuladas no ramen, foram adaptadas por sete dias com dieta
a base de silagem de milho, farelo de soja e mistura mineral. Apos o periodo de adaptagao,
duplicatas das amostras foram incubadas no rimen de cada vaca, por um periodo de 264
horas, segundo adaptacdo da técnica descrita por Casali (2006). Apds a retirada do ramen, os
saquinhos foram lavados em 4gua corrente até total clareamento desses e imediatamente

levados para estufa de ventilagdo for¢ada a 60°C por 72 horas. Em seguida os saquinhos
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passaram por tratamento em detergente neutro, por uma hora, em sistema extrator de fibra
Ankon® (MERTENS, 2002), apds o qual as amostras foram lavadas com agua quente e
acetona, e secas em estufa ndo ventilada a 105°C por no minimo 45 minutos. As amostras
foram, entdo, acondicionadas em dessecador (20 saquinhos/dessecador) até resfriamento e
pesadas, obtendo-se o teor de FDNi.

A digestibilidade aparente das dietas foi obtida a partir da formula: DIG = 100 — (100
x (% FDNIi dieta / % FDNi fezes). O consumo de MS individual das novilhas foi, entdo,
estimado a partir da formula: CMS = MSF / (1 — DIG).

O teor de energia digestivel (ED) da dieta foi obtido a partir da energia bruta da dieta
(EB) e dos valores de digestibilidade. O teor de energia metabilizavel (EM) da dieta foi
calculado considerando uma eficiéncia de transformag¢ao de ED em EM de 0,82% (NRC,
1996). A energia liquida de ganho da dieta (ELg) foi calculada a partir da férmula: ELg =
1,42*EM — 0,174*EM2 + 0,0122*EM3 (NRC, 1996). Os consumos de energia foram

calculados a partir do CMS estimado por animal e dos teores de energia na dieta.

4.5 Estimativa da Composicao Cor poral

Logo apds a confirmacdo da ocorréncia da puberdade e ainda durante a fase luteal,
entre 10 a 14 dias do ciclo estral, as novilhas foram abatidas no Abatedouro Escola da
Coordenadoria do campus de Pirassununga, Universidade de Sao Paulo, Pirassunuga, SP, ¢ a
composicdo da carcaca foi estimada por método indireto, através da andlise da composicao de
cortes das 9%-10%-11 costelas (se¢do HH).

Os animais foram atordoados com pistola pneumatica e exangiiinados por sec¢do da
veia jugular, apés o que foi realizada a evisceragdo. As carcagas foram resfriadas em camara
fria de 0 a 2°C por 24 horas, apds o que foram pesadas, obtendo-se o peso de carcaga fria
(PCF). O peso de carcaca quente (PCQ) foi calculado como PCF + peso da carretilha (6 kg) +
perda pelo resfriamento (4 kg), segundo procedimento normal do abatedouro. Apds o corte
das meias-carcacas, a espessura de gordura subcutanea (EGS) e a area de olho de lombo
(AOL) foram mensuradas entre a 12* ¢ a 13* costelas da meia-carcaga direita. O corte da
secdo HH foi realizado na meia-carcaca esquerda (Figura 2), segundo metodologia proposta

por Hankins ¢ Howe (1946).
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Fonte: Adaptado de Putrino (2006)

Figura 2 - Vista da sec¢do das 9*-10%-11* costelas (se¢do HH), através de um corte
perpendicular a coluna vertebral entre a 8" ¢ a 9* e entre a 11° ¢ a 12° costelas

A reta AB foi obtida da ponta ao final da costela. Em seguida foi determinado o ponto
C, calculado com 61,5% da reta AB. Foi tragada uma reta perpendicular a reta AB, passando
pelo ponto C e determinando o ponto D. O corte foi, entdo, realizado perpendicularmente a
costela, passando pelo ponto D, sendo que a por¢do separada para andlise (secdo HH) era a
porgao contendo o musculo Longissimus dorsi (Figura 2). Apés o corte, as amostras foram
congeladas e armazenadas em freezer a -20°C, até andlise posterior.

As amostras congeladas foram cortadas com serra elétrica de fita e moidas em moedor
de grande porte no Laboratério de Classificagdo e Analise de Carcacas do Instituto de
Zootecnia, Nova Odessa, SP. As amostras foram passadas duas vezes em peneira de 23 mm e
duas vezes em peneira de 8 mm. Apds homogeneizagdo, foram coletados cerca de 350 g de
amostra de cada animal, divididos em quatro placas de Petri descartaveis (quadruplicatas).

As amostras foram liofilizadas até peso constante, sendo determinado o teor de agua
da secdo HH. A composi¢ao quimica corporal foi, entdo, estimada a partir do teor de 4gua da
secdo HH, através de equacdes validadas para novilhos castrados da raga Nelore. O teor de
agua no corpo vazio (CVz) foi determinado segundo equacdo gerada por Lanna (1988) e
citada por Putrino (2006), e o teor de extrato etéreo (EE) no CVz foi determinado por equacao

desenvolvida por Leme (1993):
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% aguano CVz =24,1936 + (0,6574 * % agua na se¢cdo HH)
R*=10,91; S, = 0,82

% EE no CVz = 93,92968 — (1,27598 * % 4gua no CVz)
R*=10,97; Syx = 0,62

Os teores de proteina e cinzas no CVz foram obtidos pelas relagdes entre proteina:agua
e cinzas:agua de 0,3009 e 0,0747, respectivamente, estabelecidas por Leme et al. (1994) para

novilhos Nelore.

4.6. ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado, estruturado em classes. As médias
de cada variavel estudada foram obtidas pelo procedimento LSMEANS (SAS, 2000).

O diametro inicial do foliculo dominante (DFi), assim como a idade € o PV iniciais ¢ a
puberdade, foram analisados pelo procedimento GLM (SAS, 2000), utilizando o modelo Y =
Tratamento + p + e, considerando o tratamento como unica fonte de variagdo. Os efeitos da
administracdo exdgena de leptina e do aumento do consumo de energia na idade e no PV a
puberdade foram avaliados através dos seguintes contrastes ortogonais: B vs. BL (efeito da
leptina) e A vs. (B + BL) (efeito de dieta). O ganho de PV médio diario (GMD), os dados de
carcaga (EGS, AOL, percentagem de MS, agua, EE, PB e MM), a produgdo total de MS fecal
(PTF), a digestibilidade aparente da MS e os consumos de MS, NDT e energia bruta,
digestivel e metabolizavel foram analisados como descrito acima.

Uma vez que os dados de ECC nao obedeceram as premissas de normalidade dos
residuos e homogeneidade das variancias, mesmo apos transformacdo destes para escala
logaritmica ou para raiz quadrada, optou-se pela analise ndo paramétrica através do teste de
Kruskal-Wallis de uma via, que pode ser empregado mesmo nos casos onde ha mais que dois
tratamentos. Para determinar qual tratamento diferiu de qual, quanto ao ECC a puberdade,
realizou-se analise ndo-paramétrica dois a dois.

O diametro méaximo do foliculo dominante (FD) foi analisado pelo procedimento
MIXED para medidas repetidas no tempo (SAS, 2000), utilizando o modelo Y = Tratamento

+ Tempo + Tratamento*Tempo + u + e, considerando tratamento, tempo e suas interagdes
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como fontes de variagdao. O dia foi considerado como variavel repetida e a novilha dentro do
tratamento como o sujeito. Para andlise da interacdo entre tratamento e tempo, realizou-se
analise de regressdo polinomial, sendo avaliados os componentes lineares e quadraticos das
equacdes de DF em fungdo do tempo.
As taxas de ovulacdo das novilhas nos diferentes tratamentos foram avaliadas pelo
programa GraphPad Prism, através de uma curva de sobrevivéncia, pelo teste de Mantel-Cox.
Para todas as andlises estatisticas utilizou-se nivel de significAncia de 5%, sendo

considerada tendéncia valores de P entre 5 ¢ 10%.



4.7 Cronograma de Atividades

Tabela 3 - Cronograma de atividades semanais

Domingo Segunda Terca Quarta Quinta Sexta Sabado

6:00 leptina leptina leptina leptina leptina leptina leptina
7:00 | Alimentagdo | Alimentacao Pesagem Alimentacdo | Alimentacao Pesagem Alimentagao

USG ECC USG USG ECC
Coleta sangue | Alimentacdo Coleta sangue | Alimentagdo
18:00 leptina leptina leptina leptina leptina leptina leptina
Oxido de Cromo
D 44 D53
Leptina
D15 D 69"
Dietas e Ultrassom

D1 D 242

* . .
Dias em experimento

Figura 3 - Periodo experimental total (Dietas e Ultrassom), periodo de aplicacao de leptina e periodo de
administracao de 6xido de cromo

64
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5 RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1 Puberdade

Apos a separagdo dos grupos experimentais observou-se que as varidveis idade, PV e
ECC iniciais ndo diferiram entre os grupos (P>0,05) (Tabela 4). Nao houve diferenca no ECC
inicial, mesmo quando a analise foi realizada dois a dois (P=0,1425), comparando o
tratamento B com o BL, respectivamente os que apresentaram maior € menor valor numérico
de ECC médio inicial (4,83 e 4,55, respectivamente). Nao houve diferenca (P>0,05) na média
do didmetro maximo do foliculo dominante dos trés grupos ao inicio dos tratamentos (0,74,
0,68 e 0,71 cm para os grupos A, B e BL, respectivamente). Em conjunto, os resultados
indicam que, como desejado, os grupos experimentais eram inicialmente homogéneos (Tabela
4).

Houve efeito de dieta na variavel idade a ovulagao (P<0,05), sendo que os animais
com maior consumo de energia ovularam mais jovens (698 + 55 dias de idade), que os
animais recebendo dieta pobre em energia (768 + 43 e 748 &+ 68 dias de idade para os grupos
B e BL, respectivamente). Os grupos B e BL ndo diferiram entre si quanto a idade a primeira
ovulagdo (P>0,05), indicando que a administra¢do de leptina exdgena ndo adiantou a primeira
ovulacdo dos animais recebendo dieta pobre em energia. Da mesma forma, considerando o
numero de dias em experimento até a ocorréncia da primeira ovulagdo, observou-se que o
grupo A ovulou mais cedo (P<0,01), em média 74,5 + 28,4 dias ap6s o inicio dos tratamentos,
enquanto que os grupos B e BL ndo diferiram entre si (P>0,05), ovulando apds 142,5 + 63,6 ¢
134,4 £ 62,4 dias de experimento, respectivamente (Tabela 4).

Como desejado, as novilhas recebendo maior teor de energia na dieta apresentaram
maior ganho de peso médio diario (GMD) (P<0,01), que as novilhas recebendo dieta pobre
em energia (1,20 £ 0,30 kg PV/dia para o grupo A vs. 0,46 = 0,15 e 0,48 = 0,14 kg PV/dia
para os grupos B e BL, respectivamente), as quais nao diferiram entre si (P>0,05). Nao foi
observado efeito de dieta (P=0,1741) ou da administragdo de leptina exégena (P>0,05) no PV
a ovulagdo dos trés grupos (358 + 53, 341 + 20 e 336 + 26 kg PV para os grupos A, B e BL
respectivamente). No entanto, o ECC a ovulagdo (5,63 + 0,74 para o grupo A vs. 4,91 + 0,30
para os grupos B e BL) diferiu de forma significativa entre os grupos com maior € menor

consumo de energia na dieta (P<0,01) (Tabela 4). Apesar de os testes ndo-paramétricos
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apontarem a existéncia de diferenca entre tratamentos, porém nao informarem qual tratamento
difere de qual, uma vez que o ECC médio a ovulagao do grupo B foi numericamente igual ao
do grupo BL e ambos foram menores que o do grupo A, pode-se assumir que houve efeito de
dieta, mas ndo da leptina exogena no ECC a ovulagdo. O fato de o grupo A haver ovulado
com PV semelhante, porém com maior ECC que os grupos B e BL, demonstra que houve
alteragdo na composic¢ao corporal a puberdade dos animais do grupo A, em relagao aos outros

dois grupos, determinada pelo maior consumo de energia.

Tabela 4 - Idade (Ii), peso vivo (PVi) e escore de condi¢do corporal (ECCi) iniciais médios; ganho de
peso vivo médio didrio (GMD); idade (Iov), peso vivo (PVov) e escore de condi¢do corporal
(ECCov) médios a ovulagdo; nimero médio de dias em experimento (Dias exp.) até a ovulagdo
de novilhas zebuinas de acordo com os tratamentos

Tratamento' P

Variaveis A B BL Média EPM® Ef Dieta' Ef. Leptina’
Ii (dias) 625,7 628,22 613,5 6227 54  0,6817 0,2766
PVi (kg) 273,7 278,4 276,0 276,1 3,1 10,6044 0,7634
ECCi 4,73 483" 4,55 471 0,08 - -
GMD (kg PV/dia) 1,20 046 048 0,71 0,10 0,0003 0,8833
Iov (dias) 698 768 748 742 11 0,0166 0,4196
Dias exp (dias) 74 143 134 121 11 0,0098 0,7333
PVov (kg) 358 341 336 344 6 0,1741 0,7534
ECCov 563 491° 491° 510 0,10 - -

"A — dieta de alta energia, B — dieta de baixa energia, BL — dieta de baixa energia com aplicagdo de oLeptina (4,8 pg/kg PV); 2
Probabilidade de diferenca estatistica; * Erro Padrio da Média; * Efeito de dieta (contraste entre o tratamento A e os tratamentos B +
BL); *Efeito da leptina (contraste entre os tratamentos B e BL).

»® Médias seguidas de letras diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis de 1 via
(P<0,05).

A evolugao das taxas de ovulagcdo dos trés tratamentos em relacdo aos dias em
experimento, ou seja, porcentagem de novilhas ovuladas por tratamento, foi analisada através
de uma curva de sobrevivéncia (Figura 4). Segundo o teste Mantel-Cox, houve diferenca nas
curvas de ovulagdo entre os grupos (P<0,05), sendo que a maior ingestdo de energia adiantou
a ovulagdo do grupo A, confirmando o resultado obtido a partir da idade média a ovulagao,
apresentados na Tabela 4. Quando o teste foi realizado dois a dois, no entanto, ndo foi
observada diferenga (P>0,05) entre os grupos B e BL. Aos 121 dias de experimento 100% das
novilhas do grupo A ja haviam ovulado, contra apenas 55% das novilhas do grupo B e do
grupo BL, que s6 alcangaram 100% de ovula¢do com 240 dias de experimento. Fica evidente,

assim, o marcante efeito do teor energético da dieta e a auséncia de efeito da administragao
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exodgena de leptina na taxa de ovulagdo dos diferentes tratamentos, sendo que o aumento no

consumo de energia acelerou a ocorréncia dos eventos que levam a puberdade.

100

Ovulacéao, %

1 1 1
0 50 100 150 200 250
Dias em experimento

Figura 4 - Taxa de ovulacdo dos trés tratamentos de acordo com o tempo. A — dieta
de alta energia (®); B — dieta de baixa energia (m); BL — dieta de baixa
energia + 4,8 ug oLeptina/kg PV (A).

J& foi demonstrado anteriormente, que a nutri¢do e a obtencdo de uma massa minima
de gordura corporal sdo fatores determinantes para o desenvolvimento da puberdade
(KENNEDY; MITRA, 1963; VAN DER SPUY, 1985; BRONSON, 1988; FRISCH, 1972,
1980; FRISCH; McARTHUR, 1974) e que a restricdo alimentar pode atrasar ou até mesmo
impedir a maturacdo sexual em humanos e diversas outras espécies de mamiferos (VAN DER
SPUY, 1985). A literatura ja relatou a existéncia de sinais metabolicos indicadores da
quantidade de reservas energéticas (tecido adiposo) ao sistema nervoso central, relacionados
com a idade a puberdade (FRISCH; McARTHUR, 1974; FRISCH, 1980;). Como comentado
anteriormente, a leptina parece ser um desses sinais, atuando no sistema neuroenddcrino e na
regulacdo da reproducao (AHIMA et al., 1996; BARASH et al., 1996).

Em concordancia com os resultados apresentados neste estudo, Bergfeld et al. (1994)
também observaram redu¢do na idade a puberdade de novilhas recebendo maior teor de
energia na dieta, quando comparadas com animais com baixo consumo de energia (372 + 7

dias vs. 435 £ 9 dias, P<0,003), entretanto, ao contrario do observado no presente
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experimento, os autores relataram aumento do PV a puberdade (263 + 3 kg vs. 221 £ 3 kg,
P<0,01) das novilhas com maior consumo energético.

Garcia et al. (2002), avaliando 42 novilhas com 7 a 9 meses de idade, PV inicial de
292 +£3,2 kg e GMD de 1,1 £ 0,01 kg PV/dia, semelhante grupo de alto consumo de energia
(grupo A) do presente estudo, observaram aumento linear significativo do PV, da expressao
do RNAm da leptina e da concentracao de leptina sérica com o aproximar da puberdade,
independente da época do ano, sendo o PV médio a puberdade de 370 + 2,2 kg, valor
semelhante ao obtido pelo grupo A do presente experimento. Segundo os autores, a
concentragdo sérica de leptina passou de 3,8 = 0,4 ng/ml, 16 semanas antes da puberdade,
para 6,4 + 0,4 ng/ml, na semana da puberdade, o que pode ter ocorrido tanto pelo aumento no
numero de células do tecido adiposo, devido ao alto GMD, quanto pela maior expressdo do
gene 0b no tecido adiposo. Através de analises de regressdo, os autores demonstraram que o
PV foi a variavel que mais contribuiu com a variagdo na idade a puberdade, estando a
concentragdo sérica de leptina em segundo lugar. Almog et al. (2001) observaram aumento de
2 a 5 vezes no nivel de leptina sérica de ratas imaturas tratadas com leptina exdgena, em
relacdo aos controles, sendo que os animais controle apresentaram aumento moderado na
leptina sérica entre os dias 22 a 29 do experimento, confirmando a nog¢do de que a
concentracdo de leptina no sangue de mamiferos aumenta com o aproximar da puberdade
(CHEHAB et al., 1997).

A partir de tais observacdes, pode-se assumir que, apesar de ndo terem apresentado
diferenga no PV a ovulacdo, o maior GMD das novilhas do grupo A, determinando maior
acumulo de tecido adiposo, como evidenciado pelo maior ECC, determinou um aumento mais
rapido da concentragdo sérica de leptina, em compara¢do com os grupos em menor GMD.
Estes animais, entdo, provavelmente alcancaram o nivel minimo de leptina necessario para
permitir a ocorréncia da puberdade, mais rapidamente que os outros grupos, determinando,
assim, a menor idade a puberdade.

A administragdo de leptina exdgena, entretanto, foi incapaz de acelerar a puberdade
das novilhas em baixo consumo de energia (grupos B e BL) deste estudo.

O estado de privacao alimentar, ao reduzir a massa de tecido adiposo corporal, reduz a
concentragao sérica de leptina (MAFFEI et al., 1995) ao mesmo tempo que prolonga o diestro
de camundongos sexualmente maduros em restri¢do alimentar aguda (AHIMA et al., 1996).
Nestes casos, a administracdo de leptina pode prevenir os efeitos deletérios do estresse

metabolico na fungdo reprodutiva (AHIMA et al., 1996).
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Tratando camundongas sexualmente imaturas e alimentadas ad libitum com 2 ug de
leptina/g PV/dia, dose que ndo foi suficiente para alterar o PV, Ahima et al. (1997)
observaram adiantamento na obtencdo da puberdade e concluiram que a leptina representa o
gatilho para a ativag@o do eixo reprodutivo, atuando diretamente e ndo de forma secundaria ao
balango energético. Tais resultados, entretanto, divergem de varios outros trabalhos na
literatura, que demonstram que a agdao estimulatéria da leptina exdgena sobre o eixo
reprodutivo ocorre apenas em estados de restricao alimentar.

Cheung et al. (1997) administraram 6,3 pg de leptina recombinante humana/g PV,
duas vezes ao dia, em ratas pré-puberes alimentadas ad libitum ou com 70% do consumo
daquele grupo, e observaram que o modesto retardo no crescimento, devido a restricdo
alimentar leve, retardou a obten¢do da puberdade e que a administragdo de leptina reverteu o
quadro, adiantando a maturacdo sexual nesses animais. A leptina, no entanto, ndo adiantou a
puberdade além da idade apresentada pelo grupo alimentado ad libitum. Ja quando o
tratamento foi aplicado em animais em severa restrigdo alimentar, apesar de adiantar a
puberdade, a leptina ndo igualou a idade a puberdade com a de animais alimentados ad
libitum. Varios outros autores demonstraram resultados semelhantes em bovinos e ovinos,
sugerindo que a leptina atue de modo permissivo, € ndo como um gatilho, no
desenvolvimento sexual (NAGATANI et al., 2000; HENRY et al., 2001; AMSTALDEN et
al., 2002; 2003).

Maciel et al. (2004a), avaliaram os efeitos da administracdo subcutanea de 19,2 pg
leptina recombinante ovina/kg PV, duas vezes ao dia, por 40 dias, no padrao de secre¢do de
LH, responsividade da adenohipdfise ao GnRH, concentragdo de hormoénios circulantes e
obten¢do da puberdade de 14 novilhas pré-puberes Hereford x Brahman, com PV médio de
304,7 + 4,12 kg, e ganhando 0,32 + 0,09 kg PV/dia, semelhante ao ganho apresentado pelos
grupos de baixa energia do presente estudo. Os autores, assim como neste estudo, também nao
observaram efeito da administragdo de leptina exdgena na idade a puberdade. Também ndo
foi relatada altera¢do na concentracdo sérica média, freqiiéncia ou amplitude de pulsos de LH
dos animais tratados em rela¢do aos controles. A auséncia de efeito da leptina em acelerar a
obtencdo da puberdade de novilhas em baixo consumo de energia, tanto no presente estudo
quanto no trabalho de Maciel et al. (2004a), pode ter ocorrido devido a dose de leptina
utilizada.

Diversos estudos demonstraram a importancia da dose na presenca, auséncia e tipo de
efeito bioldgico produzido pela leptina. Duggal et al. (2000) demonstraram que a

administracao sistémica de altas doses de leptina em ratas inibiu a ovulagdo, mesmo na
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presenca de FSH exogeno. Zieba et al. (2003) observaram que vacas maduras em jejum
agudo, mas com reservas significativas de gordura corporal, apresentam resposta bioldgica
inversamente proporcional a dose de leptina exdgena utilizada, sendo esta um fator critico
para o estimulo da secre¢do de LH. Yu et al. (1997) avaliaram o efeito da administragdo in
vitro de leptina, em explantes de adeno-hipofise e hipotalamo de ratas adultas e observaram
indugdo da liberagdo de LH pela adeno-hipofise, com doses entre 107! ¢ 107 M, e auséncia de
feito com doses maiores. A secre¢do de FSH se comportou de modo semelhante, porém com
menor sensibilidade a leptina, sendo necessarias doses maiores (10° M) para estimular a
secregdio do horménio. Da mesma forma, doses baixas de leptina (102 e 107 M)
estimularam a secre¢do de GnRH pelos explantes de hipotalamo. In vivo, a administragido
central de leptina (10 pg, 0,6 nmol) também aumentou a concentracao plasmatica de LH, mas
ndo alterou a secrecao de FSH.

A dose de leptina considerada ideal para estudos em novilhas seria aquela necessaria
para elevar a leptina sérica dos animais tratados para 5 a 10 ng/ml por um periodo de 8 a 12
horas apds uma unica inje¢do (MACIEL et al., 2004a). O critério utilizado baseia-se na
observacao de que vacas de corte maduras, ciclando normalmente, apresentam concentragao
sérica de leptina entre 15 e 20 ng/ml e que a concentracdo de leptina sérica na semana de
ocorréncia da puberdade de novilhas ganhando 1,1 kg PV/dia foi de 6,4 + 0,4 ng/ml
(GARCIA et al,, 2002), de modo que a concentragdo alvo representa niveis fisiologicos de
animais bem nutridos, ciclando normalmente.

No mesmo trabalho citado acima, Maciel et al. (2004a) realizaram um estudo
preliminar, comparando trés doses de leptina recombinante ovina (4,8; 9,6 ¢ 19,2 ug/kg PV),
aplicadas em 11 novilhas com 318 + 5,11 kg PV e ECC médio de 5. As trés doses testadas
elevaram a leptina sérica apos 15 minutos da aplicagdo. A maior dose gerou a maior
concentragdo sérica de leptina, com pico de 12,1 + 2,23 ng/ml ap6s 1 hora da aplicagdo, a qual
permaneceu elevada acima do controle por 12 horas. As outras doses também determinaram
aumento, embora de menor intensidade, do nivel sérico de leptina, no entanto, apds 6 horas da
aplicacdo este valor ndo diferiu mais do controle, de forma que os autores optaram pela
utilizagdo da maior dose (19,2 pg/kg PV). Durante o experimento de Maciel et al. (2004a),
nos primeiros 10 a 15 dias de tratamento, o nivel sérico de leptina permaneceu dentro do
esperado, entretanto, observou-se aumento quase linear da concentragdo nos animais tratados,
a qual alcancou valores duas a trés vezes maiores que o esperado, durante o tratamento de

longo prazo (40 dias), o que pode ter resultado na auséncia de efeito observada na ocorréncia
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da puberdade, assim como na secrecdo de gonadotrofinas, através do desenvolvimento de um
estado de resisténcia a leptina.

Maciel et al. (2004a) chamam a aten¢do, também, para o fato de a concentragdo de
leptina das novilhas de seu grupo controle, que apresentavam GMD semelhante as do grupo
com baixo consumo de energia deste estudo, ter se mantido dentro dos valores esperados para
novilhas em desenvolvimento que atingiram a puberdade normalmente (GARCIA et al.,
2002). Como comentado anteriormente, um dos fatores primarios associados ao aumento no
nimero de receptores de leptina no hipotalamo ventromedial de ovelhas ¢ a subnutricao
(DYER et al., 1997). Vérios estudos, realizados em ovinos e bovinos, sugerem que tanto o
jejum quanto a restricdo cronica e severa da ingestdo de energia, determinando redugao da
massa de tecido adiposo e, conseqiientemente, de leptina sérica, hipersensibilizam o eixo
hipotdlamo-hipofise ao hormoénio (NAGATANI et al., 2000; HENRY et al, 2001;
AMSTALDEN et al., 2002; 2003).

Devido a quantidade de leptina disponivel para o estudo, e ao fato de a utilizagao da
dose mais alta (19,2 pg de leptina/kg PV) ter elevado a concentragdo sérica muito acima dos
valores fisiologicos, durante o tratamento de longo prazo, provavelmente determinando um
estado de resisténcia (MACIEL et al., 2004a), optou-se, no presente estudo, pela utilizagdo da
dose mais baixa (4,8 pg leptina’kg PV), também capaz de elevar a leptina sérica (MACIEL et
al., 2004a). Entretanto, ainda assim, a leptina se mostrou incapaz de adiantar a puberdade das
novilhas em restricdo alimentar. Ha duas razdes principais que podem explicar o ocorrido. A
restricdo de energia na dieta dos grupos B e BL pode nao ter sido suficiente para reduzir o
nivel de leptina enddgena daqueles animais, de forma que o eixo hipotalamo-hipofise se
tornasse responsivel a leptina exdgena administrada. Por outro lado, o tratamento de longo-
prazo (56 dias), apesar da utilizacdo de dose relativamente baixa de leptina, pode ter resultado

em niveis ainda acima do fisioldgico, determinando o desenvolvimento de resisténcia.

5.2 Funcao Ovariana

A analise de medidas repetidas no tempo demonstrou efeito de tratamento (P=0,0542),
tempo (P<0,0001) e interacdo entre tratamento e tempo (P<0,001) no diametro méximo do
foliculo dominante (FD) (dados ndo apresentados), indicando que o aumento do diametro

maximo do FD com o tempo ndo pdde ser explicado pelo mesmo modelo para os trés
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tratamentos. O tratamento BL apresentou valor significativo do componente linear (P<0,001)
e quadratico (P=0,0110), enquanto que os tratamentos A e B apresentaram valores
significativos apenas para o componente linear (P<0,001), sendo o componente quadratico
ndo significativo (P>0,05) (Tabela 5). A comparagdo dos parametros indicou que o slope
linear da curva de regressao do diametro maximo do FD em fungao do tempo diferiu entre os
tratamentos A e B (P<0,001), assim como entre os tratamentos B e BL (P<0,05), indicando
que a velocidade de crescimento folicular foi influenciada tanto pelo maior consumo de
energia na dieta, quanto pela administracdo de leptina exdgena nas novilhas com baixo
consumo de energia.

Em resumo, o didmetro maximo do FD dos grupos A e B aumentaram linearmente no
tempo, enquanto que o grupo BL apresentou um comportamento quadratico, com aumento
seguido por diminui¢do da taxa de crescimento folicular (Figura 6).

As curvas apresentadas na figura 6 demonstram que o aumento no consumo de energia
acelerou o crescimento folicular das novilhas do grupo A, em relagdo as novilhas com menor
consumo de energia (grupos B e BL). A administracdo de leptina exdgena, por sua vez,
acelerou o crescimento folicular das novilhas recebendo dieta pobre em energia, quando
comparadas com os animais nao tratados e submetidos ao mesmo regime alimentar. Apesar de
aumentada, no entanto, a taxa de crescimento folicular do grupo BL ndo alcangou a mesma
intensidade observada no grupo recebendo dieta rica em energia. Apos cerca de 30 dias de
tratamento, apesar de os foliculos das novilhas tratadas com leptina exdgena continuarem
crescendo, a velocidade do crescimento foi reduzida, praticamente igualando-se com a
apresentada pelo grupo nao tratado (grupo B). Tais observacgdes indicam uma perda do efeito
estimulatério da leptina sobre o sistema reprodutivo, com o tratamento de longo-prazo,
falando em favor do possivel desenvolvimento de um estado de resisténcia a leptina.

Os coeficientes de determinagio (R”) das equacgdes de regressio (0,45; 0,31 ¢ 0,41
para os tratamentos A, B e BL respectivamente) indicam que outros fatores, além da
concentragdo sérica de leptina, também influenciam o desenvolvimento folicular de novilhas
pré-puberes (Figura 6). Ainda, a caracteristica ciclica do desenvolvimento folicular dificulta a

analise de regressao polinomial.
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Figura 5 - Efeito dos tratamentos no didmetro maximo do foliculo dominante (cm). A —
dieta de alta energia (®), B — dieta de baixa energia (m); BL — dieta de baixa

energia + 4,8 ug oLeptina/kg PV (2)

Tabela 5 - Intercepto, componente linear e componente quadratico das equagdes de
regressdo do didmetro maximo do foliculo dominante dos tratamentos em
fun¢do do tempo

Item Tratamento' P’
A B BL AxB* BxBL’
Intercepto 0,717 0,717 0,717 - -
p3 <0,0001  <0,0001  <0,0001
Linear 0,013 0,005 0,008 <0,0001 0,0181
p3 <0,0001  <0,0001  <0,0001
Quadratico -5,6¥10° -5,0¥107 -4,7*107 - -
= 0,4210  0,6527  0,0110

" A — dieta de alta energia, B — dieta de baixa energia, BL — dieta de baixa energia com aplica¢io de
oLeptina (4,8 pg/kg PV); ? Probabilidade de diferenca estatistica do componente linear entre os
tratamentos; ° Probabilidade do intercepto, componente linear e componente quadritico de cada
tratamento de ser diferente de 0; * Comparagdo dois a dois do tratamento A com o tratamento B; °
Comparagdo dois a dois do tratamento B com o tratamento BL.
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Figura 6 Linhas de tendéncia, equacdes de regressdo e coeficientes de varia¢io (R?) do
diametro maximo do foliculo dominante (cm) em fun¢do do tempo, durante o
periodo de aplicagcdo de leptina, de acordo com os diferentes tratamentos. A —
dieta de alta energia (e), B — dieta de baixa energia (m); BL — dieta de baixa
energia + 4,8 pug oLeptina’kg PV (2)

O padrao de desenvolvimento folicular observado neste experimento, aumentando
linearmente com o tempo, independente do nivel de consumo de energia, assemelha-se ao
relatado por Bergfeld et al. (1994), que trabalhando com novilhas pré-puberes com média de 8
meses de idade, também observaram um aumento linear no didmetro maximo do FD, com o
aproximar da primeira ovulagdo, tanto no grupo de alto quanto no de baixo consumo de
energia. O GMD observado pelos autores, de 0,9 kg PV/dia ou 0,3 kg PV/dia, também se
assemelhou ao observado neste experimento. Bergfeld et al. (1994) relataram, também, que
ndo houve diferenga na taxa de crescimento ou de regressao do FD nos dois grupos e, assim
como no presente estudo, observaram que o maior consumo de energia acelerou o
desenvolvimento folicular, determinando maior didmetro do FD em idade média menor,
comparando com o grupo de menor GMD.

Em resumo, quando comparadas em idades fisioldgicas fixas (30, 60, 90 ou 120 dias
antes da puberdade), as novilhas dos dois grupos nao apresentaram diferenga no diametro do
FD, assim como no didmetro do foliculo ovulatério a puberdade (12,07 £ 0,98 mm vs. 12,40 +

0,40 mm). Porém a diferenca ficou evidente quando a comparagdo foi feita em idades
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cronologicas fixas, demonstrando que os eventos responsaveis pela maturagdo sexual foram
semelhantes nos dois grupos, mas apresentaram cronologia diferente, sendo que o maior
consumo de energia acelerou os eventos que levam a puberdade, em novilhas com maior
GMD.

Outros estudos, realizados com novilhas apds a puberdade, corroboram tais
observagoes, demonstrando que o didmetro do FD dos animais em restricdo energética €
menor que o dos animais consumindo niveis moderados de energia (MURPHY et al., 1991;
RHODES et al., 1993). Romano et al. (2007) avaliaram a dindmica folicular de 31 novilhas
zebuinas de 6 meses de idade recebendo alto ou baixo nivel de energia na dieta e observara,
que os animais com maior consumo de energia apresentaram menor idade a puberdade
(P<0,05) e maior diametro do FD, mas ndo diferiram quanto ao PV (302,33 + 27,31 vs.
326,19 + 27,78 kg para os grupo de baixo e alto consumo de energia respectivamente,
P>0,05), estando os resultados de acordo com os apresentados neste estudo.

Os mecanismos pelos quais o consumo de energia influencia o desenvolvimento
ovariano ainda ndo foram totalmente elucidados (BERGFELD et al., 1994). Observa-se que a
concentragdo de FSH circulante sofre um aumento, precedendo a emergéncia de uma onda
folicular, e que sua concentragdo declina a partir do inicio da divergéncia em um foliculo
dominante e varios foliculos subordinados (ADAMS et al., 1992). Entretanto, estudos
anteriores falharam em demonstrar uma relagdo direta entre concentragao de FSH e restrigao
do consumo de energia em ovinos (XU et al., 1989) e bovinos (ADASHI et al., 1985). Por
outro lado, o IGF-I, diretamente influenciado pelo status nutricional, parece modular o efeito
do FSH no desenvolvimento folicular (ADASHI et al., 1985; SPICER et al., 1990),
aumentando a sensibilidade das células da granulosa ao hormodnio foliculo estimulante
(ADASHI et al., 1985) e sugerindo que a influéncia da nutri¢do no processo de dominancia
folicular ocorra através dos niveis séricos e/ou intra-ovarianos de IGF-I (MURPHY et al.,
1991).

Apesar de a administra¢do de leptina exdgena ndo haver adiantado a puberdade das
novilhas recebendo dieta com baixo nivel de energia (grupo BL), o presente experimento
demonstrou um claro efeito estimulatorio da leptina no desenvolvimento folicular, pelo menos
na fase inicial do tratamento hormonal. Uma série de estudos, realizados em cultura de
foliculos inteiros demonstram que a leptina estimula a atividade da aromatase e a producao de
estrogenos em células da granulosa (KITAWAKI et al., 1999), sendo que 10 ng/ml de leptina

estimulou a produgdo de esterdides pelas células da granulosa de suinos (RUIZ-CORTEZ et
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al., 2003). O aumento na produgdao de estrégeno explicaria o aumento do crescimento
folicular observado no presente estudo.

De forma contraria, Swain et al. (2004), estudando culturas de foliculos pré-antrais
(secundérios) de camundongos, em meio contendo insulina e gonadotrofinas, tratadas com 0,
50, 100 ou 200 ng de leptina recombinante murina/ml por 9 dias, observaram um efeito
inibitorio direto da leptina no crescimento folicular, apesar desta estimular a esteroidogénese
induzida pela insulina e por gonadotrofinas. As doses maiores (200 ng de leptina/ml) inibiram
o crescimento folicular mais acentuadamente que doses menores e determinaram maior
aumento na secre¢do folicular de progesterona, testosterona e estradiol.

Entretanto, os efeitos da leptina na produgao de esterdides nao se tornaram evidentes
antes de 7 dias de tratamento. Justificando os resultados de Swain et al. (2004), diversos
estudos demonstraram que niveis elevados de androgenos resultam em atresia folicular e
aumento na taxa de apoptose das células da granulosa de roedores, além de inibir a expressao
de receptores de LH nos foliculos (BILLIG et al., 1993). Entretanto, os dados existentes sobre
os possiveis efeitos estimulatorios ou inibitorios dos androgenos no crescimento folicular sdo
conflitantes (MURRAY; SPEARS, 2000).

Outros autores, entretanto, demonstram um efeito inibitério da leptina na
esteroidogénese induzida pela insulina e fatores de crescimento, em células da teca e da
granulosa (SPICER; FRANCISCO, 1997; ZACHOW; MAGOFFIN, 1997; SPICER;
FRANCISCO, 1997, 1998; AGARWAL et al., 1999; BRANNIAN et al., 1999; BARKAN et
al., 1999; ZACHOW et al., 1999). Zachow e Magoffin (1997) demonstraram que a leptina
prejudica a produgdo de estradiol por células da granulosa de ratas, na presenca de IGF-I e
FSH, enquanto Agarwal et al. (1999) demonstraram efeito semelhante em células da
granulosa e da teca em humanos. Brannian et al. (1999) demonstraram que a leptina inibe a
produgdo de progesterona estimulada por gonadotrofinas e pela insulina em células da
granulosa. Duggal et al. (2002) demonstraram que a leptina inibiu a producao de estrogenos
por células da granulosa isoladas, mas ndo teve efeito em foliculos inteiros de ratos,
cultivados por 4 horas. J& Spicer et al. (2000) observaram que a leptina nao alterou a produgao
basal de esteroides, mas preveniu seu aumento.

Kikuchi et al. (2001) estudaram o efeito de 0 a 1000 ng de leptina/ml em foliculos pré-
antrais de camundongos jovens e adultos, cultivados in vitro por 4 dias, em presenga de
insulina. Tanto a administracdo de GH quanto de IGF-I, associados ao FSH, aumentaram o
numero de células da granulosa e o tamanho dos foliculos em camundongas imaturas, efeitos

que foram bloqueados, de forma dose-dependente, pela administragdo da leptina. A
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administracdo de GH, na auséncia de FSH, determinou aumento significativo no didmetro
folicular e na secrecao de estradiol, sendo que a administragao de doses crescentes de leptina,
neste caso, ndo apresentou efeito algum.

Avaliando os foliculos pré-antrais das camundongas adultas, observou-se que o FSH
estimulou o crescimento folicular € o niumero de células da granulosa ¢ que a adicdo de
leptina, em doses de 10 a 100 ng/ml, inibiu os efeitos do FSH de uma maneira dose-
dependente. Os autores conlcuiram que a leptina ndo apenas inibe a proliferacao das células
da granulosa, mas que seu efeito inibitério no crescimento folicular ¢ dependente da presenca
de FSH, hormdnio estimulador da esteroidogénese das células da granulosa, da diferenciagao
celular e do desenvolvimento folicular; provavelmente através de um mecanismo envolvendo
bloqueio na via do AMPc.

De forma geral, a maioria dos trabalhos avaliou o efeito da leptina na esteroidogénese
através de tratamentos curtos (de até 4 dias) em modelos in vitro, utilizando culturas de
foliculos e até mesmo de células da teca e/ou da granulosa purificadas e isoladas. Desta forma
ficam excluidos diversos fatores pardcrinos e enddcrinos, como os efeitos de feedback do
hipotalamo e da hipdfise, que poderiam influenciar e/ou mediar a influéncia da leptina na
fung¢ao secretoria folicular.

A administracdo de doses fisioldgicas de leptina em ratas estimulou a producao de
progesterona e testosterona pelos ovarios (CANNADY et al., 2000) e elevou a concentragao
de StAR, proteina integrante do sistema enzimatico do citocromo p450, indicando aumento da
capacidade esteroidogénica (RUIZ-CORTEZ et al., 2003). Observa-se que a administragdo de
leptina induz a liberagdo de LH em ratas ovariectomizadas (McCANN et al., 1998) e normais
(FOSTER; NAGATANI, 1999), e em ovelhas, apos administragdo intracerebroventricular
(HENRY et al., 2001). Desta forma, o efeito da leptina no eixo hipotalamo-hipofisario pode,
em alguns momentos, ser independente da fungdo ovariana e, além disso, pode suplantar o
possivel efeito inibitorio direto da leptina na esteroidigénese das células da granulosa.

O presente estudo, entretanto, utilizou um modelo in vivo e um periodo longo de
tratamento, o que pode explicar a aparente discrepancia de resultados. Fica evidente, portanto,
a importancia do modelo utilizado para o estudo do efeito da leptina na fung¢do ovariana.

A administracdo de 0,3; 1,3 ou 10 pg de leptina subcutinea/0,1 ml PBS-BSA
(Img/ml), por 28 dias, em ratas sexualmente imaturas (21 dias de idade) alimentadas ad
libitum (ALMOG et al.,, 2001) acelerou dramaticamente a obtengdo da puberdade, ndo
havendo diferencga entre as doses de 1 e 10 pg, enquanto que o efeito foi menos evidente com

a dose de 0,3 pg. A leptina causou hipertrofia da camada de células da granulosa de alguns
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foliculos antrais e reduziu de forma marcante a quantidade de nucleos picnoticos. Secgdes dos
ovarios, coradas pela coloragdo de TUNEL, revelaram baixa incidéncia de foliculos antrais e
pré-antrais apoptoticos/atrésicos, ou seja, com mais de 6 nicleos picnoéticos, (11,5%5 do total
de foliculos nos animais tratados com 1 pg leptina/dia por 7 dias contra 51,6% no grupo
controle; P<0,001). Os ovarios dos animais tratados eram aproximadamente 2 vezes mais
pesados que os dos controles (P<0,001) e os niveis basais de progesterona, LH ¢ FSH, no dia
14, também estavam elevados. A expressdo da StAR estava bastante aumentada nos animais
tratados (87% acima do controle), apés 13 dias de aplicagdo de leptina, enquanto que o
aumento so foi observado apds 21 dias de experimento, nos animais controle, sugerindo que a
capacidade esteroidogénica dos ovarios dos animais tratados sofre elevacdo em periodo
anterior aos animais controle, coincidindo com a ocorréncia da puberdade em ambos os
grupos. Os autores observaram aumento de 4,7 vezes na relagdo Bcl-2/Bax, genes
determinantes da sobrevivéncia e da morte celular, respectivamente (P<0,001). A maior
expressdo do Bcl-2 foi encontrada nos animais tratados com 10 pg de leptina, a maior dose
utilizada no experimento.

A alteragdo dessa relacdo Bcl-2/Bax pode representar uma parte importante do
mecanismo periférico de agdo da leptina, atenuando a apoptose e elevando a proliferagao das
células da granulosa (KORSMEYER et al., 1993). Alguns autores observaram que a
superexpressdo do gene Bcl-2, em camundongas transgénicas, causa reducdo da apoptose
folicular e elevagdo na foliculogénese (HSU et al., 1996; HSU; HSUEH, 2000), enquanto que
a delecao do gene Bax determina importante aumento no tempo de vida das células ovarianas
(PEREZ et al., 1999). Recentemente demonstrou-se que a lipoapoptose de células [
pancreaticas ¢ bloqueada pela expressio do gene Bcl-2 dependente de leptina
(SHIMABUKURU et al., 1998), comprovando o envolvimento do Bcl-2 no mecanismo de
acdo da leptina na atenuagao da apoptose ovariana.

Entretanto, o desenvolvimento folicular, por si so, nao ¢ suficiente para desencadear a
ovulacdo, o que sugere que a leptina apresente efeito duplo, podendo afetar diretamente as
células da granulosa, através de receptores especificos, ou indiretamente, através da indugdo
da libera¢ao de FSH e LH, que atuam como fatores de sobrevivéncia dessas células (YU et al.,
1997, AMSTERDAM; SELVARAI, 1997).

O desenvolvimento folicular esta relacionado com a ovulagdo, de forma que a maior
velocidade de crescimento dos foliculos resultaria em menor idade a ovulagdo e, portanto, a
puberdade, como foi observado pelas novilhas do grupo A. Entretanto, o aumento na taxa de

crescimento folicular do grupo BL nao foi suficiente para iguala-la ao grupo A, o que pode ter
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ocorrido por duas razdes: 1) a dose de leptina exdgena utilizada pode nao ter sido capaz de
elevar a concentracdo sérica do hormonio para niveis similares aos das novilhas com maior
consumo de energia; 2) a dose de leptina utilizada pode ter elevado a concentragdo sérica de
leptina de uma forma muito acentuada, devido ao tratamento de longo-prazo, levando ao
estado de resisténcia.

O fato de a velocidade de crescimento folicular ter aumentado e depois diminuido
demonstra que a leptina exdgena influenciou a func¢do ovariana, num primeiro momento,
falando a favor do desenvolvimento de resisténcia como explicacdo mais provavel para a
auséncia de efeito na idade a puberdade. Inicialmente, o tratamento provavelmente aumentou
a concentracao sérica de leptina, mantendo-a dentro dos valores fisiologicos de animais com
reservas significativas de gordura corporal, resultando em aumento na taxa de crescimento
folicular. No entanto, o tratamento de longo prazo pode ter elevado demais essa concentragao
determinando o aparecimento de resisténcia e perda do efeito no crescimento folicular e,
provavelmente, na ovulacao. Pode-se especular que a administracdo de menor dose de leptina
poderia manter a concentragdo sérica do hormonio dentro dos niveis desejados, resultando em
manuten¢do da maior taxa de desenvolvimento folicular do grupo BL em relacdo ao grupo B,
observada inicialmente, ¢ no adiantamento da ovulacdo e, portanto, da puberdade daquelas
novilhas.

O mecanismo pelo qual se da o processo de resisténcia 4 leptina ainda ndo foi bem
esclarecido. Aparentemente, sua alta concentragcdo sérica determina alteragcdes no numero de
receptores ¢ de moléculas sinalizadoras de leptina no organismo (EMILSSON et al., 1999).
Alguns autores acreditam que haja um desbalanco na ligacdo da leptina com proteinas
carreadoras plasmaticas, alterando seu tempo de meia-vida e o transporte através da barreira
hemato-encefalica (HOUSEKNECHT et al., 1996; BANKS et al., 2004).

Emilsson et al. (1999), administraram 1,5 mg leptina/kg PV, via intraperitoneal, por
dois dias, em camundongos normais ¢ obesos (0b/ob) e observaram elevagdo da expressdo
das moléculas supressoras da sinaliza¢do da leptina SOCS-3 e CIS, entre duas e nove vezes,
nos varios tecidos alvo da agdo da leptina, tanto centrais (cérebro e hipotdlamo) quanto
periféricos (figado, tecido adiposo e intestino delgado), tanto nos individuos normais quanto
nos geneticamente obesos. Diversas citocinas, como a leptina, estimulam a transcrigao dos
genes SOCSe ClSe a continua expressdo destes supressores pode tornar os tecidos alvo ndo
responsiveis as citocinas em questdo. Ao contrario, a inibicdo da ativacdo da STAT, por
exemplo por redu¢do dos niveis de leptina, pode reduzir a expressio do gene SOCS

restabelecendo a responsividade dos tecidos alvo. Segundo os autores, esse pode ser um
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mecanismo pelo qual niveis aumentados de leptina sérica causam o quadro de resisténcia a
leptina.

Diversas proteinas ligadoras de leptina foram descritas em humanos e roedores
(SINHA et al., 1996), sendo uma delas identificada como o dominio extracelular do receptor
de leptina (HOUSEKNECHT et al., 1996). As proteinas carreadoras de leptina representam
papel critico no transporte da leptina através da barreira hematoencefalica (GOLDEN et al.,
1997) e, aparentemente, também no desenvolvimento de resisténcia a leptina. Garcia et al.
(2002), entretanto, ndo identificaram a presenca de nenhuma dessas proteinas no soro de
novilhas, através de cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

Banks et al. (2004) demonstraram que o alto nivel de triglicerideos séricos inibe
rapidamente o transporte de leptina através da barreira hemato-encefalica em humanos,
levando ao estado de resisténcia freqiientemente observado nos casos de obesidade.
Entretanto, além da obesidade, a subnutricdo também eleva o nivel de triglicerideos séricos
em humanos, em decorréncia da mobilizacdo da gordura corporal (KASTIN; AKERSTROM,
2000), levando ao estado de resisténcia da mesma forma. Acredita-se que esse seja um
mecanismo adaptativo de estimulacdo do apetite, impedindo o individuo de morrer de
inani¢do (BANKS et al., 2004).

Dentre as 36 novilhas utilizadas no estudo, uma, pertencente ao grupo tratado com
leptina exdgena, apresentou desenvolvimento de cisto ovariano, que ndo regrediu mesmo apos
a aplicacdo intramuscular de PGF,,. O cisto observado ndo apresentava mudangas ciclicas de
tamanho e, ap6s algumas semanas, passou a apresentar uma fina borda de maior
ecogenicidade ao ultrassom, indicando luteinizagdo e caracterizando um cisto luteinico
(HAFEZ; HAFEZ, 2004). No entanto, as dosagens seriadas de progesterona sérica nao
mostraram aumento acima de 0,2 ng/ml na concentragdo do hormdnio e as avaliagdes
ultrassonograficas mostraram claro desenvolvimento de ondas foliculares, com presenga de
divergéncia folicular. Eventualmente, a novilha apresentou crescimento folicular seguido de
ovulacdo no mesmo ovario onde era observada a presenca do cisto. Entretanto, uma vez que
tal condi¢do pode ter alterado o processo normal de obteng¢do da puberdade, a novilha em
questao foi excluida das analises.

Os cistos ovarianos sdo freqiientemente observados no gado leiteiro e em suinos,
sendo raramente observada em bovinos de corte. Em bovinos, a formacao desses cistos tem
sido relacionada com elevada producdo leiteira, modificacdes estacionais, predisposi¢ao
hereditaria e disfungdo hipofisaria (HAFEZ; HAFEZ, 2004). O excesso de concentrado na

dieta ¢ considerado um fator predisponente ao desenvolvimento de cistos, ou seja, foliculos
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maiores que 2,5 cm de didmetro que persistem por mais de 10 dias sem apresentar ovulagao,
assim como caréncias quantitativas e qualitativas de minerais e vitaminas (GRUNERT, 1989;
NASCIMENTO, 1996). Segundo Webb & Armstrong (1998), além do fator nutricional, o
estresse, com conseqiiente aumento dos niveis de cortisol, também contribuem para a

formacao de cistos.

5.3 Consumo e Composicao Corporal

Nao foi observado efeito da administragdo de leptina (P>0,05) em nenhum dos
parametros de carcaga avaliados (Tabela 6). As novilhas ndo foram abatidas necessariamente
no dia da ovulacdao, como pode ser observado a partir dos dados de idade ao abate, uma vez
que, em alguns casos, houve duvidas na observagao do CL ao ultrassom, sendo a ocorréncia
da ovulagdo confirmada apenas apos a obten¢do da dosagem de progesterona. No entanto, os
animais do grupo A continuaram apresentando menor idade (722 + 60, 774 + 44 e 753 + 68
dias nos grupos A, B e BL respectivamente) (P=0,0584) ¢ maior ECC (6,0 + 0,89 vs. 4,92 +
0,23 ¢ 4,82 + 0,40 nos grupo B e BL respectivamente) (P<0,05) também no momento do
abate, sendo que os grupos com menor consumo de energia ndo diferiram entre si (P>0,05).
Desta forma, houve diferenga entre PV a ovulagdo e PV ao abate, principalmente nos animais
do grupo A, que apresentaram maior ganho de peso médio diario (358 = 53 kg PV a ovulagao
vs. 392 + 64 kg PV ao abate, 341 = 20 kg PV a ovulagdo vs. 341 = 21 kg PV ao abate e 336 +
26 kg PV a ovulacdo vs. 334 + 28 kg PV ao abate, para os grupos A, B e BL,
respectivamente) (Tabelas 4 e 6).

Observou-se que a maior ingestdo de energia determinou uma carcaga quente mais
pesada ao abate (291 + 36 kg no grupo A) (P<0,01), e provavelmente também a ovulacao,
quando comparada com os animais com baixo consumo de energia (182 £ 9 kg e 181 + 17 kg
para os grupos B e BL, respectivamente), que ndo diferiram entre si (P>0,05). O maior
consumo de energia aumentou, também, a area de olho de lombo (59 + 5 cm® vs. 52 + 3 ¢ 54
+ 5 cm?” para os grupos A, B e BL respectivamente) e a espessura de gordura subcutinea (5,4
+ 2,6 mm vs. 3,3 = 1,1 e 3,4 + 1,5 mm para os grupos A, B e BL respectivamente) das
novilhas do grupo A em relagdo aos outros dois grupos (P<0,01), que nao diferiram entre si

(P>0,05).
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Também houve efeito de dieta nos dados de composi¢ao da carcaca, estimados a partir
da analise do teor de agua da secdo HH (P<0,01), ndo sendo observado efeito da
administragdo de leptina (P>0,05). O maior consumo de energia determinou carcagas com
menor teor de 4gua no corpo vazio (54,6 + 3,8 % vs. 56,9 = 1,8 ¢ 58,0 = 1,4 % nos grupos A,
B e BL respectivamente), maior teor de MS (53,7 £ 5,8 % vs. 50,2 £ 2,7 e 48,5 = 2,2 % nos
grupos A, B e BL respectivamente), maior teor ¢ EE (24,2 +4,9 % vs. 21,3 +£2,3¢ 19,9+ 1,8
% nos grupos A, B e BL respectivamente), menor teor de proteina (16,4 = 1,1 % vs. 17,1 £
0,5e 17,5 £ 0,4 % nos grupos A, B e BL respectivamente) e menor teor de MM (4,08 + 0,28
% vs. 4,25 £ 0,13 ¢ 4,34 + 0,11 % nos grupos A, B e BL respectivamente). As novilhas do
grupo A, apesar de apresentarem menor porcentagem de proteina no CVz, apresentaram
maior AOL que as novilhas consumindo menor teor de energia.

A aparente discrepancia entre os resultados pode ser explicada pelo fato de as novilhas
do grupo A, devido ao maior consumo de energia, apresentarem crescimento mais acelerado
que as novilhas dos grupos B e BL, além de menor idade a ovulagdo, sendo que animais mais
jovens depositam mais proteina que animais mais velhos. Entretanto, o consumo de energia
aumenta a deposicao de gordura, resultando em maior EGS e redu¢do da porcentagem de
proteina no CVz, devido a um efeito de diluicdo, em relacdo a animais com baixo consumo de
energia. Portanto, a maior porcentagem de EE e a menor porcentagem de proteina no corpo
vazio das novilhas com maior consumo de energia, associada a maior EGS e AOL
observadas, permite afirmar que, embora tenham ovulado com menor idade, as novilhas do

grupo A apresentaram maior deposi¢ao de gordura na carcaca (Tabela 6).
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Tabela 6 - Idade (Iab), peso vivo (PVab) e escore de condigdo corporal (ECCab) médios ao abate; peso de
carcaga quente (PCQ); peso de carcaga fria (PCF); area de olho de lombo (AOL); espessura de
gordura subcutanea (EGS); e propor¢do de agua (H,O CVz), matéria seca (MS CVz), extrato
etéreo (EE CVz), proteina (Ptn CVz) e matéria mineral (MM CVz) no corpo vazio de novilhas
zebuinas de acordo com os tratamentos

Tratamento’ P’

Varigveis A B BL Média EPM’ Dift'a4 Le;fihas
Tab (dias) 722,09 77425 752,91 750,47 1028 00584 03814
PVab (kg) 392,05 340,63 334,55 35529 823 0,012  0,7289
ECCab 6,00° 492° 482° 524 0,13 - -

PCQ (kg)° 221,91 182,25 181,18 194,74 5,03 <0,0001  0,9120
PCF (kg) 211,91 172,25 171,18 184,74 5,03 <0,0001  0,9120
AOL (cm?) 59,09 51,75 53,73 54,76 0,94 0,0007 03138
EGS (mm) 545 333 345 406 035 0,0048 08763

H,O CVz (%) 54,62 56,95 58,04 56,54 0,50 0,0053° 0,3271
MS CVz (%) 53,71 50,18 48,51 50,80 0,77 0,0053° 0,3264"
EE CVz (%) 2423 2127 1986 21,79 0,64 0,0053° 0,3256
Ptn CVz (%) 16,44 17,14 1747 17,01 0,15 0,0052° 0,3262"
MM CVz (%) 408 425 434 422 0,04 0,0053 03270

" A — dieta de alta energia, B — dieta de baixa energia, BL — dieta de baixa energia com aplicacio de oLeptina (4,8 ug/kg PV); *
Probabilidade de diferenca estatistica; * Erro Padrio da Média; * Efeito de dieta (contraste entre o tratamento A e os tratamentos B ¢ BL);
* Efeito da leptina (contraste entre os tratamentos B e BL); ® Calculado como PCF (determinado no abatedouro) + peso da carretilha (6
kg) + perda de peso pelo frio (4 kg).

& ° Meédias seguidas de letras diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis de 1 via
(P<0,05).

“e ™ os valores de P sdo semelhantes, pois os valores de MS CVz (%), EE CVz (%), Ptn CVz (%) e MM CVz (%) foram calculados,
através de formulas, a partir da H,O CVz (%).

Os principais componentes do corpo dos bovinos sdo agua, gordura, proteinas e
minerais, sendo a presenca de carboidratos desconsiderada em razdo de sua constancia e baixo
teor (REID et al., 1968). Observa-se que, durante o crescimento, os componentes quimicos do
corpo (4gua, proteina, gordura, matéria mineral) variam paralelamente a composi¢do fisica
(tecido muscular, tecido adiposo, tecido 6sseo) (VERAS et al., 2001a). Os bovinos
apresentam uma curva de crescimento do tipo sigmdide, com inclinacdo crescente do
nascimento a puberdade, caracterizada por intensa deposicao de proteinas, seguida por uma
fase de desaceleragdo, caracterizada pela redu¢ao na deposi¢do de proteina e aumento na
deposicdo de gordura. De forma geral, animais mais jovens apresentam maior propor¢ao de
agua e menor propor¢ao de gordura corporal (FREITAS et al., 2006).

A determinag@o da composi¢do corporal de bovinos permite identificar alteragdes no
crescimento animal em fun¢do de diversos fatores, como raga, peso, sexo € composicao da
dieta, bem como avaliar o efeito de modificadores do metabolismo (HENRIQUE et al., 2003).
O método direto de avaliacdo da composicdo corporal envolve a andlise quimica do corpo

vazio (CVz), ou seja, excluindo o conteudo do trato gastrointestinal, bile e urina, método
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trabalhoso e dispendioso, que exige a moagem de todos os tecidos do animal (PAULINO et
al., 2006; LEME et al., 2000). Como alternativa, cada vez mais se tem utilizado métodos
indiretos de estimativa da composi¢cdo corporal, dentre os quais um dos mais difundidos ¢ a
analise da se¢do da 9*-10*-11° costelas, ou se¢do HH, proposta por Hankins e Howe (1946).
Diversos autores afirmam que ¢ possivel estimar com acuidade a composi¢do corporal de
bovinos a partir da secio HH (ALLEONI et al., 1997, VERAS et al., 2001a; GALATI et al.,
2007), por outro lado, as equagdes propostas por Hankins e Howe (1946), foram
desenvolvidas para animais taurinos, os quais apresentam padrdo de deposicdo de gordura e
proteina distinto dos zebuinos, e superestimam o teor de EE nos zebuinos (PAULINO et al.,
2005; GOULART et al., 2006; LANNA, 1988; SILVA, 2001).

Marcondes et al. (2009), compararam a composi¢do corporal e de carcaca de machos
inteiros, machos castrados e fémeas da raga Nelore, obtidas pelo método tradicional (direto)
ou pela andlise da secdo HH e observaram que as equagdes de Hankins ¢ Howe (1946)
subestimaram a quantidade de tecido muscular desses animais em 8,8% e de tecido adiposo
em 37,45%. Ainda assim, a andlise da secdo HH ¢ uma alternativa promissora, porém
equacdes especificas para raga e categoria animal precisam ser desenvolvidas e validade nas
condi¢des brasileiras (MARCONDES et al., 2009). Algumas pesquisas no Brasil ja estdo
sendo realizadas neste sentido.

A gordura e a 4gua sdao os componentes mais varidveis do corpo do animal, enquanto a
proteina e os minerais se mantém constantes. Considerando animais pertencentes a mesma
raca e com peso de corpo vazio (PCVz) equivalente, observa-se que as fémeas tém maior
quantidade de gordura corporal que machos castrados, e estes mais que machos inteiros
(LANNA et al., 1992; BORGES, 2000). Além disso, segundo Reid et al. (1963), a relagdo
entre gordura e d4gua em bovinos ndo ¢ afetada pela idade, tipo de animal (corte ou leite) e
sexo. Baseado nestas informagdes optou-se pela estimativa da composi¢do corporal a partir da
determinagdo da agua na secdo HH, utilizando equagdes desenvolvidas por Lanna (1988), e
citadas por Putrino (2006); Leme (1993) e Leme et al. (1994), e validadas para novilhos
castrados, uma vez que os machos castrados apresentam composi¢ao corporal mais proxima a
das fémeas, que machos inteiros. Uma vez que ainda nao ha equagdes validadas para estimar a
composi¢ao corporal de novilhas a partir da secdo HH e considerando as afirmag¢des acima, a
utilizacdo dessas equagdes pode levar a estimativas aceitaveis, no presente estudo, entretanto,
os dados apresentados na Tabela 7, devem ser observados com cautela e utilizados apenas

para comparagdes entre os grupos experimentais deste trabalho.
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Vérios autores relataram aumento na deposicdo de gordura em novilhas, com o
aproximar da puberdade, sendo esse processo acelerado pelo aumento no consumo de energia
(HALL et al, 1995). Hall et al. (1995), avaliando novilhas de 8 meses de idade e média de 220
kg PV, recebendo dieta formulada para alto ou moderado GMD (1,0 kg PV/dia ou 0,6 kg
PV/dia), observaram que os animais em alto ganho entraram em puberdade cerca de 42,7 dias
mais cedo e apresentaram maior ECC, AOL, EGS e marmoreio, além de carcaca mais pesada
(P<0,01). Estudos anteriores ja haviam demonstrado que o maior consumo de nutrientes,
principalmente energia, aumenta o tamanho e a adiposidade corporal (ARIJE; WILTBANK,
1971; McSHANE et al., 1989a; HALL et al., 1994). Hopper et al. (1993), avaliando novilhas
com GMD de de 0,5 kg ou 1,0 kg PV/dia, relatam uma tendéncia dos animais em maior ganho
de entrarem em puberdade mais jovens (P<0,011). O maior GMD determinou maior PV e
EGS a puberdade, mas ndo alterou os outros componentes da carcaca. Os autores afirmam que
a diferenga no GMD entre os dois grupos pode ndo ter sido suficiente para alterar a idade ¢ as
outras varidveis de composi¢do de carcaca a puberdade.

Os resultados médios obtidos para novilhas Nelore & puberdade, neste experimento
(Tabela 7), sao muito semelhantes aos relatados por Alleoni et al. (1997) (57,5 % de agua,
21,2 % de EE, 17,1 % de proteina e 4,2 % de cinzas no CVz) e Goulart (2006) (55,5 % de
agua, 22,3 % de EE, 17,8 % de PB e 4,4 % de cinzas no CVz), ao avaliarem a composi¢ao
corporal de novilhos Nelore castrados a partir da se¢ao HH.

Entretanto, comparando os dados de composi¢ao das novilhas com maior consumo de
energia (grupo A), com os dados obtidos por Leme (1993), em novilhos Nelore castrados
alimentados ad libitum, com média de 26 meses ¢ 423 kg PV, observa-se maior teor de agua
(58,1 % vs. 54,62 %) e proteina (17,49 % vs. 16,44 %), e menor teor de EE (20,02 % vs.
24,23 % a 18,01 %) no CVz dos machos castrados, quando comparados com as fémeas em
mesmo estagio de desenvolvimento, sendo que o teor de matéria mineral foi semelhante (4,34
% vs. 4,08% para machos e fémeas respectivamente), o que estd de acordo com a observagao
de que fémeas apresentam maior deposi¢cdo de gordura corporal em relagdo aos machos, que,
apesar de castrados, tendem a depositar mais proteinas. Galati et al. (2007), avaliando o
composi¢ao corporal de novilhos Nelore a partir da determina¢dao da quantidade de dgua no
CVz pelo método do deutério, observaram 53,7 % de agua, 25,0 % de EE, 17,9 % de
proteinas e 3,4 % de cinzas, também diferindo principalmente quanto a propor¢ao de agua e
EE, dos valores apresentados na tabela 7 para novilhas.

Paulino (2006) avaliou a composicao corporal fisica e quimica, através de abate

comparativo (método direto), de fémeas da raca Nelore com média de 24 meses de idade e
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296,4 + 6,3 kg, recebendo 0,6 ou 1,2 % do PV de concentrado e observaram 15,39 % de
proteina, 22,86 % de EE, 56,13 % de agua e 5,62% de cinzas na carcaca desses animais. A
compara¢do dos dados de composi¢do corporal do presente experimento com os dados de
literatura ¢ bastante dificil, uma vez que ha muito poucos trabalhos avaliando tais parametros
em novilhas.

Fortin et al. (1980) e Reid et al. (1980) afirmaram que o peso do corpo vazio ¢ a
variavel que mais influencia a composi¢cdo corporal dentro da mesma raga bovina. Assim
como no presente experimento, Leme (1993) também observou efeito da dieta na composi¢ao
corporal de bovinos, sendo que o aumento na ingestdo de energia ¢ no GMD determinou
maior deposi¢do de gordura. Delavaud et al. (2000) demonstraram, em ovelhas, que a
quantidade de tecido adiposo e o status nutricional explicam 35 e 17% da variagdo na
concentragdo sérica de leptina, respectivamente, enquanto Ehrhardt et al. (2000) observaram
que o ECC responde por 37% da variacdo na leptina sérica em vacas em lactacdo. Em estudo
posterior, Delavaud et al. (2002) observaram que a concentragdo sérica de leptina era
significativamente menor em vacas Holandesas com baixo ECC (1,3 + 0,1), quando
comparada com vacas com alto ECC (3,8 £ 0,1) (P<0,05), em escalade 0 a 5.

A partir de tais observagdes, sugere-se que, apesar de ndo haver diferenga no PV a
ovulagdo entre os grupos de alta ou baixa ingestdo de energia na dieta (Tabela 4), o maior
GMD das novilhas do grupo A determinou maior taxa de deposi¢do de gordura corporal,
levando a um maior ECC em idade inferior e determinando um aumento acelerado nos niveis
de leptina enddgena nesses animais, o que provavelmente resultou no adiantamento da
puberdade das novilhas do grupo A em relagdo aos grupos B e BL. As novilhas com menor
ingestdo de energia, portanto, provavelmente levaram mais tempo para alcangar o nivel
minimo de leptina necessario para permitir o aparecimento da puberdade, que foi obtida com
menor ECC, uma vez que apresentaram menor GMD e, conseqiientemente, menor taxa de
deposicao de gordura corporal. Da mesma forma, Frisch et al. (1975) analisaram a
composi¢do da carcaca de ratos e demonstraram que, apesar de apresentarem menor PV, os
individuos recebendo dieta rica em energia apresentaram maior teor de gordura corporal no
momento da puberdade.

Outros autores observaram que a leptina sérica também ¢ positivamente relacionada
com a espessura de gordura subcutanea no musculo Longissimus dorsi (EGS) e com o grau de
marmoreio (MINTON et al., 1998; TOKUDA et al., 1999), o que esta de acordo com os
resultados obtidos no presente experimento, que também demonstrou maior EGS nos animais

com maior consumo de energia e menor idade a puberdade.
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Por outro lado, Brooks et al. (1985), trabalhando com 131 novilhas de corte recebendo
3 niveis de energia na dieta, observaram diferenca no PV e % de gordura na puberdade de
acordo com as dietas (p<0,01), mas ndo observaram diferenca na idade a puberdade. Segundo
os autores, os altos coeficientes de determinagdo (R”) obtidos nas analises de regressio
indicaram que as estimativas de composi¢do corporal sdo tuteis para a predicdo do PV a
puberdade em novilhas de corte, mas nao suportam a hipdtese do PV ou massa de gordura
critica para a obtencdo da puberdade. Os autores afirmam, ainda, que os fatores ambientais
exercem maior influéncia que os nutricionais na puberdade de novilhas de corte.

Houve diferenga na producdo total diaria de MS fecal (MSF), estimada através do
indicador 6xido de cromo (Tabela 7). O grupo com alto consumo de energia produziu menor
quantidade diaria de fezes (2,25 + 0,21 kg MS/dia; P<0,05), quando comparado com os
grupos com menor consumo de energia (2,78 £ 0,14 e 2,66 = 0,10 kg MS/dia para os grupos
B e BL respectivamente), os quais ndo diferiram entre si (P>0,05). A digestibilidade aparente
das dietas foi maior para o grupo recebendo alto teor de energia (58,00 + 4,80 % vs. 49,50 +
1,73 % e 49,54 + 2,36 % para os grupos B e BL respectivamente; P<0,01), uma vez que as
novilhas em restri¢do de energia receberam uma proporcao significativa de bagago de cana in
nautura na dieta, com o intuito de limitar o consumo do nutriente. Nao houve efeito nem de
dieta, nem da administragdo de leptina exogena, no consumo médio individual de MS por
tratamento, estimado através dos indicadores 6xido de cromo ¢ FDNi (5,37 + 1,58, 5,49 +
0,85 e 5,27 + 0,66 kg MS/dia para os grupos A, B e BL respectivamente; P>0,05) ou no
consumo de energia bruta (23,21 £+ 6,84, 23,13 + 3,56 ¢ 22,18 + 2,80 Mcal/dia; P>0,05).
Devido a maior digestibilidade aparente da dieta mais energética, as novilhas do grupo A
apresentaram maior consumo de energia digestivel (13,48 + 4,34 Mcal/dia; P<0,05) que as do
grupo de baixo teor de energia, que ndo diferiram entre si (11,44 + 1,67 e 11,00 = 1,56
Mcal/dia para os grupos B e BL respectivamente; P>0,05). Da mesma forma, as novilhas do
grupo A apresentaram maior consumo de energia metabolizavel (11,06 &+ 3,56 vs. 9,38 + 1,37
€ 9,02 + 1,28 Mcal/dia para os grupos A, B e BL respectivamente; P>0,05), de energia liquida
de ganho (3,43 +; 1,80 £ e 1,74 = Mcal/dia para os grupos A, B e BL respectivamente;
P>0,05) e de NDT (3,06 £+ 0,99 vs. 2,60 + 0,38 ¢ 2,50 &+ 0,35 Mcal/dia para os grupos A, B e
BL respectivamente; P>0,05), sendo os grupos B e BL ndo apresentaram diferenca
significativa (P>0,05) (Tabela 7). O grupo com maior consumo de energia apresentou,
também melhor eficiéncia de ganho (0,25 + vs. 0,16 & para os grupos com baixo consumo de

energia, P<0,01). O maior consumo de NDT, energia digestivel e metabolizavel justificam o
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maior GMD apresentados pelas novilhas do grupo A, apesar de o CMS e de energia bruta nao

ter diferido entre os grupos.

Tabela 7 - Produgfo total de fezes (MSF), digestibilidade da dieta (Digest), consumo individual médio
de matéria seca (CMS), consumo de energia bruta (CEB), consumo de energia digestivel
(CED), consumo de energia metabolizavel (CEM), consumo de energia liquida de ganho
(CELg), consumo de NDT (CNDT) e eficiéncia de conversdo de energia para ganho por

tratamento
Tratamento’ P’
Variaveis A B BL Média EPM’ Ef Dieta’ Ef. Leptina’
MSF (kg MS/dia) 2,25 2,78 2,66 2,56 0,096 0,0215 0,5882
Digest (%) 58,00 49,50 49,54 52,35 0,893 <0,0001 0,9798
CMS (kg/dia) 537 549 527 538 0,187 0,9846 0,6361
CMS (% PV) 1,69 227 2,18 2,05 0,078 0,0007 0,5728

CEB (Mcal/dia)® 23,21 23,13 22,18 22,84 0,08 0,7521 0,6422
CED (Mcal/dia)’ 13,48 11,44 11,00 11,97 0,51 0,0383 0,7184
CEM (Mcal/dia)® 11,06 9,38 9,02 9,82 042 0,0384 0,7178
CELg (Mcal/dia)’ 3,43 1,80 1,74 2,32 021 <0,0001 0,8905
CNDT (kg/dia)"® 3,06 2,60 2,50 2,72 0,12 0,0388 0,7159
Eficiéncia'’ 025 0116 016 0,119 0,01 <0,0001 0,9464

"A — dieta de alta energia, B — dieta de baixa energia, BL — dieta de baixa energia com aplicacdo de oLeptina (4,8 pg/kg PV); 2
Probabilidade de diferenca estatistica; > Erro Padrio da Média; * Efeito de dieta (contraste entre o tratamento A e os tratamentos B
e BL); > Efeito da leptina (contraste entre os tratamentos B e BL).

° CEB = EB dieta (Mcal/kg MS)/CMS (kg/dia)

" CED = ED dieta (Mcal/kg MS)/CMS (kg/dia), onde ED dieta = EB*Digest

8 CEM = EM dieta (Mcal/kg MS)/CMS (kg/dia), onde EM = ED*0,82

CELg = ELg dieta (Mcal/kg MS)/CMS (kg/dia), onde ELg = 1,42*EM — 0,174*EM? + 0,0122¥*EM® (NRC, 1996)

" CNDT = CED/4,4 (NRC, 1996)

' Eficiéncia de ganho = CELg/CED

O efeito da nutricdo na idade a puberdade de novilhas de corte ¢ mediado por
alteracdes na composi¢do corporal (FRISCH, 1984) e em sinais metabdlicos (STEINER et al.,
1983). A idade a puberdade ¢ influenciada pela taxa de crescimento (SCHILLO et al., 1992;
YELICH et al., 1995) e o consumo de energia estd positivamente relacionado com essa taxa
de crescimento e inversamente relacionado com a idade a puberdade (WILTBANK et al.,
1969; ARIJE; WILTBANK, 1971; McSHANE et al., 1989).

Kennedy (1953) sugeriu a hipotese da regulacdo lipostatica da massa de gordura
corporal através de um mecanismo de feedback negativo sobre a ingestdo de alimentos, o qual
ocorreria com a participacdo de um sinalizador circulante, secretado proporcionalmente ao
grau de adiposidade. Acredita-se que a leptina seja um desses sinalizadores, uma vez que ¢
expressa por adipdcitos (COLLINS et al., 1996), esta linearmente relacionada com a massa de

tecido adiposo (CONSIDINE et al., 1996) e possui receptores especificos nas areas do sistema
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nervoso central, principalmente do hipotalamo, responsaveis pelo controle da saciedade, como
neurdnios contendo NPY, POMC, CART e outros (CUNNINGHAM et al., 1999; IQBAL et
al., 2001). Observa-se que lesdes nos nucleos ventromedial, paraventricular e dorsomedial do
hipotdlamo produzem apetite incontroldvel e obesidade, enquanto que lesdes no hipotalamo
lateral causam anorexia (MATTERI, 2001). Em geral, a leptina reduz a expressao de
estimuladores hipotalamicos do apetite e induz a expressao de neurohormonios supressores do
apetite (KALRA et al., 1999).

O controle do consumo ocorre também perifericamente, durante a ingestdo de
alimentos, através de peptideos gastrointestinais sinalizadores da saciedade, como a
colecistoquinina (CCK) e o glucagon (SMITH, 1996). A CCK ¢ secretada pelo intestino
delgado em resposta a ingestdo de alimentos. Barrachina et al. (1997) demonstraram um claro
sinergismo funcional entre leptina e CCK, levando a redu¢do do consumo em camundongos.
Yonekura et al. (2002) demonstraram que ha expressdo de leptina e receptores de CCK no
rimen, abomaso e intestino delgado de bezerros lactentes e que, apds o desenvolvimento do
ramen devido as alteragdes nutricionais observada apds a desmama, a expressdo de leptina e
receptores de CCK passa a ser observada apenas no intestino delgado (THIVEND et al.,
1980).

Vérios estudos demonstram que a administracdo de leptina suprime o consumo
alimentar (BARB et al., 1998; HENRY et al., 1999). Eckel et al. (1998) trataram ratas
sexualmente maduras com 4 mg de leptina’kg e observaram redu¢do duradoura no PV e
reducdo de aproximadamente 20% no consumo alimentar. Emilsson et al. (1999)
demonstraram que a aplicagdo intraperitoneal de 1,5 mg de leptina/kg PV reduziu o consumo
alimentar de camundongos normais em 26% e em 35% nos individuos obesos, havendo
reducdo também do PV nos dois grupos. Chehab et al. (1997), tratando camundongas normais
pré-puberes com leptina recombinante humana observaram acentuada reducdo no consumo
alimentar (P<0,001), resultando em redu¢do de 13% do PV dos animais tratados em relacdo
aos ndo tratados (P<0,01), porém houve aumento no peso dos d6rgdos reprodutivos em 53,
37,5 e 43,8% para utero, ovarios e ovidutos, respectivamente, em comparagdo aos animais
controle. Morrison et al. (2001) demonstraram que a administragao central de leptina reduz o
consumo alimentar de cordeiras em dieta de mantenga (P<0,01), mas nao tem efeito quando
os animais sdo alimentados abaixo da mantenca. Henry et al. (1999) também observaram
reducdo no consumo de ovelhas tratadas, o que estava associado com uma reducdo na

expressao de RNAm de NPY no hipotalamo.
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Barash et al. (1996) avaliaram o efeito da administracao intraperitoneal de 50 pug de
leptina recombinante humana, duas vezes ao dia, por 14 dias, em camundongas obesas ob/ob
alimentadas ad libitum ou em restricdo alimentar. A administragdo de leptina determinou
reducdo de 17% no PV dos animais tratados em relagdo ao grupo controle, elevagdo dos
niveis séricos de LH e aumento do peso dos ovarios e do utero. O no nimero de foliculos
ovarianos primarios ¢ de Graaf também aumentou significativamente (P<0,05), demonstrando
que, apesar de reduzir o consumo alimentar e o PV, a leptina estimulou o sistema reprodutivo
dos camundongos ob/ob.

Ao contrario dos dados de literatura, o presente experimento ndo demonstrou reducao
no consumo das novilhas tratadas com leptina exdgena. As interagdes entre as vias de apetite
e saciedade sdo bastante complexas e ainda ndo sdo totalmente compreendidas, mas sabe-se
que a auséncia de um dos fatores reguladores € compensada por alteracdes nos demais fatores,
mantendo a ingestdo de alimentos em um nivel adequado (MATTERI, 2001).

Schneider et al. (2001) afirmam que o emprego da leptina como tratamento, a longo-
prazo, de fertilidade em animais de producdo ¢ limitado, uma vez que o hormdnio aumenta o
gasto de energia e inibe o consumo alimentar. Entretanto, a maioria dos estudos disponiveis
na literatura foram realizados em humanos e roedores, ou em cultura de células in vitro,de
forma que os resultados ainda sdo muito conflitantes, principalmente em relagdo aos
ruminantes. Desta forma, mais estudos s3o necessarios para elucidar se a leptina,
particularmente em baixas doses, pode acelerar a puberdade e aumentar o numero de

ovulacdes dos animais de produgdo.
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6 CONCLUSOES

A administragdo de leptina exdgena ndo adiantou a obten¢do da puberdade em
novilhas zebuinas com baixo consumo de energia, porém aumentou, temporariamente, a taxa
de crescimento dos foliculos ovarianos.

O estimulo do desenvolvimento folicular pela administragdo cronica de leptina, ainda
que temporario, permite especular que uma dosagem inadequada tenha resultado em
desenvolvimento de um quadro de resisténcia & leptina. E possivel que a utilizagdo de menor
dosagem evidenciasse o efeito da leptina na puberdade desses animais.

A aplicacdo de leptina exdgena a longo-prazo nao reduziu o consumo de alimentos, no
entanto, em decorréncia da aparente inadequacdo da dose de leptina utilizada, ndo se pode
fazer nenhuma afirmag¢ao quanto a seus efeitos no consumo alimentar.

O maior consumo de energia na dieta acelerou a taxa de crescimento folicular, a

puberdade e elevou a concentragdo de gordura corporal de novilhas zebuinas a puberdade.
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