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Resumo

HAX, LUCAS TEIXEIRA. Efeito de polimorfismos no receptor do hormdnio do
crescimento (GHR) e no fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-
I) no intervalo parto-concepcao e producao de leite de vacas da ragca Holandés.
2013. 34 f. Dissertacao (Mestrado). Programa de Pos-Graduacdo em Biotecnologia.
Os genes do eixo somatotrépico, que atuam na regulacdo do metabolismo e
fisiologia dos mamiferos, apresentam polimorfismos associados a algumas
caracteristicas de interesse econémico, como desempenho reprodutivo e producao
de leite. Tais fatores podem ser influenciados por mutacbes de apenas um
nucleotideo na sequéncia de bases do gene do receptor do hormdnio do
crescimento (GHR), que podem alterar a expressdo do GHR no tecido hepatico.
Mudancas no acoplamento do horménio do crescimento (GH) no tecido hepético
alteram a concentracdo sérica de fator de crescimento semelhante a insulina tipol
(IGF-I), visto que o IGF-I tem sua producdo enddcrina principalmente no figado
mediante estimulagdo do horménio do crescimento. Diversos trabalhos tém
estudado o efeito de polimorfismos no gene que codifica para IGF-1 no desempenho
reprodutivo e producdo de leite de vacas leiteiras de alta producdo. Entre outras
fungbes, o IGF-1 atua como mediador dos efeitos das gonadotrofinas nas células
foliculares, estimulando o crescimento e diferenciacdo das células da teca e da
granulosa foliculares, apresentando também um importante papel no crescimento
final e na maturacdo do foliculo dominante. As altas concentracdes sanguineas de
IGF-1 estdo também associadas a um retorno a ciclicidade mais precoce de vacas
leiteiras pos-parto de alta producéo. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar
a importancia de mutagbes no GHR e IGF-I no desempenho zootécnico, IPC,
namero de inseminacbes por prenhez e producdo de leite em vacas da raca
Holandés. Foram avaliadas 155 vacas da raca Holandés em sistema semi extensivo
submetidas a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) e que conceberam até 250
dias em lactagéo no ano de 2011. Entre os animais analisados, 29% apresentaram o
gendtipo GHR Alul, (+/+), 57,5% Alul (+/-) e 13,5% Alul (-/-). J& para o IGF-I SnaBlI
34,9% apresentaram o genotipo IGF-I SnaBl (+/+), 45,8% SnaBl (+/-) e 19,3% SnaBI
(-/-). Nao foi observada associacao entre os genotipos GHR Alul e IGF-I SnaBl e o
intervalo parto-concepcéo, numero de inseminacdes por prenhez e producéo de leite
(P>0,05). Da mesma forma, ndo houve associacdo entre a interacdo dos genotipos
de GHR Alul e IGF-I SnaBI e o intervalo parto-concep¢ao, numero de inseminagdes
por prenhez e producéo de leite (P>0,05). Finalmente, novos estudos avaliando uma
maior populagcdo de animais sdo necessarios para elucidar a importancia dos
genotipos de GHR Alul e IGF-1 SnaBIl no intervalo parto-concep¢ao, nimero de
inseminacgdes por prenhez e producéo de leite.

Palavras-chave: polimorfismo, fertilidade, Single Nucleotide Polymorphism, GHR,
IGF-I, producéo de leite



Abstract

HAX, LUCAS TEIXEIRA. Effect of growth hormone receptor (GHR) and insulin-
like growth factor 1 (IGF-I) polymorphisms on calving conception interval and
milk production of Holstein cows. 2013. 34 f. Dissertation (Master). Programa de
Pos-Graduacdo em Biotecnologia. The genes of the somatotropic axis, which act
regulating the metabolism and physiology of the mammals, present polymorphism
associated to some characteristics of economical interest, such as reproductive
performance and milk production. Such factors may be influenced by the mutation on
only one nucleotide in the base sequence of the gene of the growth hormone
receptor (GHR), which may alter the density of GHR on the hepatic tissue. Changes
in the coupling of the growth hormone (GH) in the hepatic tissue alter the serum
concentration of the insulin-like growth factor 1 (IGF-I), as IGF-I is produced mainly
by the liver when it is stimulated by the growth hormone. Different studies have
evaluated the effect of polymorphisms in the gene responsible for encoding IGF-I on
the reproductive performance and milk production of high production dairy cows.
Among other functions, the IGF-I mediates the effects of gonadotropins on the
follicular cells, stimulating the growth and differentiation of theca and granulosa
follicular cells, playing also a significant role on the final growth and maturation of the
dominant follicle. Furthermore, high serum IGF-I concentrations are associated with a
earlier return to cyclicity post partum in high yield dairy cows. Thus, the objective of
this study was to evaluated the relevance of the mutations in GHR and IGF-I on the
calving conception interval, number of inseminations per pregnancy and milk
production in Holstein cows. One hundred and fifty five Holstein cows, submitted to a
semi extensive management system, subjected to fixed-time artificial insemination
(TAI) that got pregnant up to 250 days in milk in 2011, were selected. Among the
animals tested, 29% presented GHR Alul (+/ +), 57.5% Alul (+/ -) and 13.5% Alul (-
/ -) genotype. 34.9% presented IGF-1 SnaBl (+ / +), 45.8% SnaBlI (+ / -) and 19.3%
SnaBl (- / -) genotype. No association was observed between GHR Alul and IGF-I
SnaBl genotypes and calving conception interval, number of inseminations per
pregnancy and milk yield (P> 0.05). Likewise, there was no association between the
interaction of GHR Alul and IGF-I SnaBIl genotypes and calving conception interval,
number of inseminations per pregnancy and milk yield (P> 0.05). Finally, further
studies are necessary to better understand the relevance of GHR Alul and IGF-I
SnaBl genotypes to the calving conception interval number of inseminations per
pregnancy and milk production in Holstein cows.

Key words: polymorphism, fertility, Single Nucleotide Polymorphism, GHR, IGFI,
milk yield
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1 Introducgéo geral

A selecdo genética nos ultimos 50 anos proporcionou um exponencial
crescimento na producdo de leite por vaca (HANSEN, 2000; LUCY, 2001). Em
contrapartida, a fertilidade da vaca de alta producédo vem diminuindo, ocasionando
elevadas perdas econdmicas nas fazendas produtoras de leite (LUCY, 2001;
BUTLER, 1998). Segundo Mackey et al (2007), o mérito genético para a producdo
de leite est4 negativamente associado com o desempenho reprodutivo.

O desempenho reprodutivo depende da retomada da atividade ovariana pés-
parto (DARWASH et al, 1997). Em geral, foliculos médios aparecem aos 5 dias pos-
parto e foliculos grandes 10 dias apds o parto (SAVIO et al, 1990; SAVIO, et al
1990b). Em aproximadamente metade das vacas o foliculo dominante da primeira
onda folicular regride, atrasando a primeira ovulacdo. Somente a outra metade das
vacas ovula com 3 semanas poés-parto (MCDOUGALL et al, 1995).
Consequentemente, 50% das vacas se mantém aciclicas nas primeiras semanas
pés-parto (BALOGH et al, 2009).

Segundo alguns pesquisadores, em vacas de alta producéo a ovulacdo com 3
semanas poés-parto apresenta uma correlagdo positiva com a recuperacdo da
atividade ovariana normal, primeiro servigo e taxa de concepgéo (KAWASHIMA, et al
2006). Durante o periodo pos parto, vacas que ovulam precocemente apresentam
maiores concentracdes de Fator de Crescimento Semelhante a Insulina do tipo 1
(IGF-1) e menores de Horménio do Crescimento (GH) do que vacas que ovulam
tardiamente (KAWASHIMA, et al 2007a). A concentragdo plasmatica de IGF-I em
vacas que ovulam precocemente € maior na primeira onda folicular pés-parto do que
em vacas que ovulam tardiamente (KAWASHIMA et al, 2007a). Em conjunto com a
insulina, o IGF-I estimula a ovulag&o do foliculo dominante da primeira onda folicular
pos-parto em vacas multiparas (BEAM S.W.; BUTLER, W.R., 1999).

O IGF-I é fator essencial para o crescimento do foliculo dominante
(KAWASHIMA et al, 2007b). Na retomada da ciclicidade pés-parto, a dominancia e
maturacdo final do foliculo dominante sofrem regulacdo através do IGF-I
(KAWASHIMA et al, 2007b). Tanto o crescimento das células foliculares (SPICER et



al, 1993; SPICER et al, 1996) quanto a producdo de estradiol nas células da
granulosa (SPICER et al, 1993; SPICER et al, 1996) sdo estimulados pelo IGF-I.

No entanto, a concentracdo de IGF-I pos parto é reduzida em virtude do
declinio da expressdo do Receptor do Horménio do Crescimento 1A (GHR 1A) no
figado no momento do parto (KOBAYASHI et al, 1999; RADCLIFF et al, 2003). A
diminuicdo do IGF-I reduz o feedback negativo no GH (RADCLIFF et al, 2003;
PUSHPAKUMARA et al, 2003). Consequentemente, a concentracdo de GH
permanece alta apdés o parto, sustentando uma elevada producédo de leite através do
estimulo a lipdlise no tecido adiposo (LEROITH et al, 2001; LUCY et al, 2004). Tal
estado metabodlico, em virtude da reduzida ingestdo de matéria seca e elevada
producdo de leite pds-parto culmina em um balanco energético negativo e por
consequéncia a um estado catabodlico do animal (BEAM S.W., BUTLER, W.R., 1999;
LUCY, 2001). No entanto, estudos tém demonstrado distintos padrées metabdlicos e
hormonais pés-parto que séo traduzidos em diferentes desempenhos reprodutivos

pbs-parto.

Por tais razdes, os estudos gendmicos em animais de producdo estao
voltados para a identificacdo de marcadores moleculares preditores de
caracteristicas quantitativas. Um Single Nucleotide Polymorphism (SNP), que é o
polimorfismo de apenas um nucleotideo, tem potencial para alterar a habilidade e
certas funcdes dos genes (SAKAGUSHI et al, 2005; EDMONSON et al, 1989). A
identificacdo desses marcadores possibilita a classificacdo de alelos favoraveis para
selecdo em nivel de DNA, proporcionando uma selecdo assistida por marcadores
(AGGREY et al, 1999), cujo resultado pode ser um aumento na taxa anual de ganho

genético dos animais de producao (KASHI et al, 1990).

No entanto, a associagao entre mutagdes no GHR e IGF-l1 com o desempenho
reprodutivo pds-parto de vacas leiteiras de alta producdo ainda necessita ser melhor
estudada. Tal observacao justifica-se pela relagcdo observada entre o gendtipo de
GHR e a expressdo génica e concentracdo plasmatica de IGF-I, visto que a
concentracédo de IGF-I é determinante da ovulagdo na primeira onda folicular pos-
parto (KAWASHIMA et al, 2007a), contrastante com a néo diferenca na distribuicao
dos gendtipos de GHR entre vacas ovulatérias e anovulatérias nas primeiras trés

semanas poés-parto observada por Shirasuna et al (2011).



10

Baseado nesses fatos, o presente trabalho investigou a hipotese de que
polimorfismos nos genes que codificam para GHR e IGF-I sdo relevantes na

fertilidade e producéo de leite de vacas da raca Holandés.



2 Objetivos

Os objetivos desta dissertagao foram:

1) Avaliar o efeito dos genétipos de GHR e IGF-I e sua interagdo no intervalo
parto-concep¢do de vacas da raca Holandés submetidas a inseminacao
artificial em tempo fixo (IATF);

2) Avaliar o efeito dos genotipos de GHR e IGF-1 e sua interacdo na producao de

leite de vacas da raca Holandés;



3 Artigo

Efeito de polimorfismo nos genes GHR e IGF-I na fertilidade e producéo de leite de

vacas da raca Holandés
O artigo serad formatado segundo as normas da revista Theriogenology
Resumo

O objetivo deste trabalho foi determinar o efeito do polimorfismo Alul no receptor do
horménio do crescimento (GHR) e SnaBI no fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
(IGF-1) no desempenho reprodutivo e producdo de leite de vacas da raca Holandés. Foram
utilizadas 155 vacas da raca Holandés submetidas a protocolo de inseminacéo artificial em
tempo fixo (IATF) e resincronizacdo em caso de nao prenhez detectada no diagndstico por
ultrassonografia transretal aos 30 e 60 dias p6s IATF e que conceberam até 250 dias de
lactacdo. Os dados de intervalo parto-concepcdo (IPC), nUmero de inseminagdes por prenhez
(n° 1A) e producdo de leite aos 305 dias de lactacdo foram obtidos através do programa de
gerenciamento da fazenda ALPRO® (Herd Management System DeLaval). O sangue foi
coletado da veia coccigea e estocado a -20°C até a extracdo do DNA. O DNA foi extraido de
uma aliquota de 500 pL de sangue total. A determinacdo dos gendtipos de GHR Alul e IGF-I
SnaBl foi realizada através de digestdo enzimatica do produto da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose e
visualizados em luz ultravioleta. Os dados foram analisados no programa SAS para o efeito
polinomial da presenca de nenhum, um ou dois alelos Alul (-) e SnaBl (-) utilizando o numero
de lactagBes como covaridvel. A interacdo entre os diferentes genotipos de GHR Alul e IGF-I
SnaBl foi analisada através do procedimento MIXED do programa SAS. Entre os animais

analisados, 29%, 57,5% e 13,5% tiveram genotipo GHR Alul (+/+), Alul (+/-) e Alul (-/-)
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respectivamente, e 34,9%, 45,8% e 19,3% tiveram genotipo IGF-I SnaBl (+/+), SnaBlI (+/-), e
SnaBl (-/-) respectivamente. N&o foi observada associagcdo entre os genétipos GHR Alul e
IGF-1 SnaBI e o intervalo parto concepcdo, o numero de inseminacdes por prenhez e a
producdo de leite aos 305 dias de lactacdo (P>0,05). Nao houve associacdo entre a interacdo
entre 0s genotipo GHR Alul e IGF-1 SnaBl e o intervalo parto concep¢do, o nimero de
inseminacBes por prenhez e a producdo de leite aos 305 dias de lactagdo (P>0,05). Por
conseguinte, ndo foi confirmada a associacdo entre os genétipos de GHR Alul e IGF-I SnaBl
e a fertilidade e producéo de leite de vacas da raca Holandés de baixa producdo criadas em

regime semi extensivo.

Palavras-chave: polimorfismo, Single Nucleotide Polymorphism, fertilidade

Introducéo

Os genes que codificam para proteinas do eixo somatotropico tém sido estudados
como marcadores para a selecdo de animais de producdo (Maj et al., 2008). Formado pelos
genes que codificam para a sintese do horménio do crescimento (GH), fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-I) e seus receptores (GHR e IGF-IR), o eixo GH/IGF-I atua na
regulacdo do metabolismo e fisiologia de mamiferos (Jones & Clemons, 1995). O
polimorfismo desses genes tem sido associado a caracteristicas de interesse econémico, como
sintese e composicao do leite (Maj et al., 2008), caracteristicas de carcacga e producédo de carne

(Hale et al., 2000).

A maior parte do IGF-I sérico € sintetizada no figado em resposta ao GH agindo
através de seu receptor (Jiang et al., 1999; Jiang & Lucy, 2001). O IGF-I estimula a
proliferacdo das células da teca e granulosa dos foliculos ovarianos (Armstrong & Webb,

1997), inibindo a atresia folicular (el-Roeiy et al., 1994). Além disso o IGF-I estimula a
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resposta das células foliculares a acao das gonadotrofinas (Armstrong & Webb, 1997). Assim,
vacas de leite com atraso no retorno a ciclicidade possuem uma menor concentracao sérica de
IGF-1 em comparacdo a vacas que ovulam mais precocemente (Kawashima et al., 2007). Da
mesma maneira, em vacas de corte a concentracdo sérica de IGF-I aumenta linearmente até o
momento da primeira ovulacdo pds-parto e tem uma correlacdo negativa com a duracéo do
anestro pos-parto (Stagg et al., 1998; Roberts et al., 2005). O retorno precoce a ciclicidade no
periodo pos-parto € essencial, pois quanto mais ciclos estrais antes do momento da primeira

inseminacao, maior serd a taxa de prenhez (Thatcher & Wilcox, 1973).

Baseado nestas informacdes pode-se inferir que a variacdo genotipica dos genes que
codificam para 0 GHR e IGF-I pode influenciar direta ou indiretamente o desempenho
reprodutivo de vacas pos-parto. Neste sentido, Maj et al. (2008) observaram uma associa¢do
entre os polimorfismos Alul e SnaBIl nos genes que codificam para 0 GHR e IGF-I,
respectivamente, com a expressdo hepatica de RNAm para IGF-I e concentracdo plasmaética
de IGF-1 em novilhos da raca Holandés. Dados ainda ndo publicados da nossa equipe
confirmaram a associa¢do do polimorfismo GHR Alul com uma maior concentracao sérica de
IGF-I, e além disso, com uma reducdo de 13-32 dias no intervalo parto concepcdo em vacas

leiteiras da raca Holandés.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de polimorfismos nos genes

GHR e IGF-I no desempenho reprodutivo e producéo de leite de vacas da raca Holandés.
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Material e Métodos

Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética da Universidade
Federal de Pelotas. O experimento foi realizado com 155 vacas (88 primiparas e 67
multiparas) da ragca Holandés de uma propriedade do sul do Brasil. Os dados de producdo de
leite ajustada para 305 dias, intervalo parto concepcdo (IPC) numero de inseminagdes por
prenhez (n° 1A) foram obtidos do banco de dados da fazenda (ALPRO® Herd Managment
System DelLaval). Foram utilizadas neste experimento apenas vacas com IPC menor que 250

dias em lactacdo (DEL) no ano de 2011.

Os animais foram manejados em um sistema de criagdo semi-extensivo, no qual sua
dieta foi baseada principalmente em pastagem cultivada, sendo esta de acordo com a estacao
do ano (azevém (Lolium multiflorum) no outono/inverno e sorgo forrageiro (Sorghum bivolor)
na primavera/verdo), e concentrado mais suplemento mineral para ajuste da exigéncia
nutricional de acordo com cada categoria (NRC 2001). As vacas eram ordenhadas duas vezes
por dia. Os animais receberam 11,6kg/vaca/dia de concentrado e suplementacdo mineral,

conforme demonstrado na tabela 1, duas vezes por dia com acesso a 4gua ad libitum.
Manejo reprodutivo

Os animais foram pré-sincronizados aos 47 + 5 dias pds-parto com aplicacdo
intramuscular (i.m.) de 25mg de PGF,, (LUTALYSE®, Pfizer Satide Animal, Brasil). Aos 60
+ 3 dias poOs-parto os animais passaram por exame ginecoldgico e foram submetidas ao
protocolo de IATF. Para realizacdo do protocolo de IATF foi administrado 100 mg i.m. de um
analogo de GnRH (Cystorelin®, Merial, USA) juntamente com a colocacdo de um dispositivo
intravaginal liberador de progesterona (CIDR®; Pfizer Satde Animal, Brasil). No dia 7 do
protocolo o dispositivo intravaginal foi removido e foi administrado 25mg i.m. de um analogo

de PGF,, (LUTALYSE®, Pfizer Satde Animal, Brasil). No dia 8 do protocolo os animais
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receberam 1mg i.m. de cipionato de estradiol (ECP®; Pfizer Satide Animal, Brasil). A IATF
foi realizada 72h ap6s a remocdo do pessario por técnico treinado utilizando sémen de
diferentes touros comerciais de acordo com os critérios de selecdo da fazenda. Vacas
observadas em cio apds o protocolo de sincronizacdo foram inseminadas. O diagnostico de
gestacdo foi realizado 30 e 60 dias apds a IA, sendo que vacas diagnosticadas como néo
prenhes foram imediatamente submetidas a re-sincronizacdo e IATF. Vacas diagnosticadas
como prenhes aos 30 dias e ndo prenhes aos 60 dias foram consideradas como perda

gestacional.
Analise de polimorfismos de DNA

Para determinacdo de polimorfismo no gene do receptor do hormdnio do crescimento
(GHR) e fator de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-1), foi coletada uma amostra
de sangue de cada animal através de puncdo da veia coccigea em tubos de ensaio contendo

EDTA. As amostras foram estocadas a -20°C até a extracdo do DNA.

O DNA foi extraido de uma aliquota de 500 pL de sangue total homogeneizada com
1000 pL de red cell lysis buffer (RBCL —Tris-HCL 0.01 M, sacarose 320 mM, MgCl, 5 mM,
Triton 1% 100X), e centrifugada por 2 minutos a 7000 rpm. Apds o descarte do sobrenadante,
essas etapas foram repetidas quatro vezes. Em seguida, o pellet formado foi dissolvido com
400 pL de nucleic lysis buffer (NBL —Tris-HCL 0.01M, citrato de sodio 11.4 mM, EDTA 1
mM, Dodecil Sulfato de Sodio 1%, pH 8.0). Dissolvido o pellet, foi adicionado ao tubo 100
pL de NaCl 5M e 600 pL de cloroformio, homogeneizado e centrifugado a 7000 rpm por 2
minutos. Logo apoés, foi removido para um novo tubo 400 pL do sobrenadante ao qual foi
adicionado 800 pL de etanol absoluto a 4°C. Apds homogeneizada, a amostra foi centrifugada
a 14000 rpm por 1 minuto, o sobrenadante foi descartado e a amostra foi seca em temperatura

ambiente. Depois da secagem, a amostra foi eluida em 50 pL de solucdo de Tris com EDTA,
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levada ao banho-maria a 37°C por 30 minutos e estocada a -20°C. A checagem da extracéao
foi realizada com 2,5 pL da extracdo impregnadas com Gel Red e submetidas a eletroforese

em gel de agarose a 1,5% e visualizadas em exposi¢éo a luz ultravioleta.

Para determinagdo dos alelos GHR Alul foi amplificado um fragmento de 836-pb
utilizando os primers: Forward: TGCGTGCACAGCAGCTCAACC e Reverse:
AGCAACCCCACTGCTGGGCAT. Para determinacdo dos alelos IGF-I Snabl foi realizada
uma PCR utilizando os primers: Forward: TTAAATAATTGGGTTGGAAGACTGC e
Reverse: ACCTTACCCGTATGAAAGGAATATACGT. As reagdes de PCR foram
efetuadas com um volume final de 20uL (Taka Ex Tag, Takara Bio Inc, Otsu, Japan). A
temperatura de anelamento dos primers foi de 66°C para 0 GHR e 58°C para o IGF-I. Os
fragmentos de GHR amplificados passaram por digestdo em uma reagdo contendo 7uL do
produto da PCR e 3 unidades da enzima de restricdo Alul (New Egland Biolabs, UK). A
mistura para digestdo foi incubada em um termociclador a 37°C por trés horas. Para a
digestdo dos fragmentos de IGF-I, foram adicionadas trés unidade da enzima SnaBl (New
Egland Biolabs, UK) em 8 pL do produto da PCR compondo um volume de 15 pL a 37°C por
trés horas. Apdés a digestdo dos produtos amplificados, fragmentos de DNA foram
impregnados com Gel Red e separados em gel de agarose a 1,5% para GHR e 2% para IGF-I
juntamente com um padré@o de peso molecular de 100-pb em cada gel para permitir o calculo
do tamanho dos fragmentos digeridos e visualizagdo por exposi¢do a luz ultravioleta. O
genotipo de cada animal foi determinado por meio da analise do tamanho dos fragmentos
representado em pares de base. Os gendtipos identificados para 0 GHR foram: Alul (+/+):
602pb, 145pb, 75pb; Alul (-/-): 747pb, 75pb; Alul (+/-): 747pb, 602pb, 145pb, 75pb (Aggrey
et al., 1999). Os fragmentos identificados para o IGF-1 foram: SnaBl (+/+) : 226pb; SnaBl

(+/-): 249pb, 226pb; SnaBlI (-/-): 249pb (Ge et al., 2011).
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Andlises Estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa SAS (Institute Inc. Cary,
NC, USA, 2001). Os resultados sdo apresentados como média * erro padrdo da média. Foi
utilizado o modelo polinomial para verificar a presenca de efeito linear de auséncia, ter apenas
um ou dois alelos GHR Alul (-) ou IGF-1 SnaBl (-) no intervalo parto-concep¢ao, producdo de
leite aos 305 dias de lactacdo e numero de inseminagBes por prenhez. Foi utilizado o
procedimento MIXED para avaliar a associa¢do da interacdo entre os diferentes genétipos de
GHR Alul e IGF-I SnaBI com o intervalo parto-concepcéo, producdo de leite aos 305 dias de

lactacdo e nimero de inseminacdes por prenhez.

Resultados

Das 155 vacas analisadas para o polimorfismo Alul do GHR, 45 (29%) eram do
gendtipo Alul (+/+), 89 (57,5%) do gendtipo Alul (+/-) e 21 (13,5%) do gendtipo Alul (-/-). A
frequéncia dos alelos Alul (+) e Alul (-) foi 0,58 e 0,42 respectivamente. Quando distribuidas
de acordo com o nimero de partos, a frequéncia dos genétipos de GHR Alul foi de 28,4% de
Alul (+/+), 57,9% de Alul (+/-) e 13,7% de Alul (-/-) nas vacas primiparas e 29,9% de Alul

(+/+), 56,7% de Alul (+/-) e 13,4% de Alul (-/-) nas vacas multiparas.

Os dados de intervalo parto-concepcdo, nimero de inseminacdes e producéo de leite
se encontram sumarizados na tabela 2 para os efeitos lineares de nédo ter nenhum, ter um ou
dois alelos GHR Alul (-), além do contraste entre ter um ou dois contra nenhum alelo GHR

Alul (-).

N&o houve diferenca entre os genétipos de GHR Alul quanto & producdo de leite
(P>0,05). Igualmente, os gendtipos de GHR Alul ndo diferiram quanto ao intervalo parto-

concepcao (P>0,05) e nimero de inseminacdes (P>0,05).
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Ja para o polimorfismo SnaBI do IGF-I, das 155 vacas avaliadas 54 (34,9%) eram do
gendtipo SnaBI (+/+), 71 (45,8%) do genotipo SnaBl (+/-) e 30 (19,3%) do gendtipo SnaBl (-
/-). A frequéncia dos alelos SnaBl (+) e SnaBl (-) foi 0,58 e 0,42 respectivamente. Quando
alocadas conforme o nimero de paricGes, a frequéncia dos genotipos de IGF-1 SnaBI foi de
32,9% de SnaBl (+/+), 48,9% de SnaBl (+/-) e 18,2% de SnaBl (-/-) nas vacas primiparas e

37,3% de SnaBl (+/+), 41,8% de SnaBlI (+/-) e 20,9% de SnaBI (-/-) nas vacas multiparas.

Na tabela 3 podem ser observados os dados de intervalo parto-concepcdo, nimero de
inseminacOes e producdo de leite quanto ao efeito linear de ndo ter nenhum, ter um ou dois
alelos IGF-I SnaBlI (-), além do contraste entre ter um ou dois contra nenhum alelo IGF-I

SnaBl (-).

Os genotipos de IGF-1 SnaBl ndo diferiram quanto ao intervalo parto concepcao
(P>0,05) e namero de inseminagbes (P>0,05) Da mesma forma, ndo houve diferenca entre 0s

genotipos de IGF-I SnaBI quanto a producao de leite (P>0,05).

N&o foi observada associacao entre a interagdo entre os gendtipos de GHR Alul e IGF-
I SnaBlI e o intervalo parto-concepcdo, numero de inseminacgdes por prenhez e producdo de

leite (P>0,05).

Discussao

Alguns autores tém observado que uma transversdo no promotor do GHR altera a
concentracdo sanguinea de IGF-1 (Maj et al., 2008). Essa mutacao € a troca de uma adenina
por uma timina, a qual ocorre upstrem da regido promotora na posicdo -1182 do GHR.

Chamada de Alul, esse SNP altera a expressdo de IGF-I no tecido hepatico (Maj et al., 2008).
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Esse polimorfismo pode afetar a expressdo de GHR no figado, consequentemente aumentando

a expressao hepatica de mRNA de IGF-1 e IGF-I sérico (Maj et al., 2005).

Um aumento na concentracdo sérica de IGF-1 est4 associado ao aumento da producéo
de estradiol do foliculo ovulatério e antecipacéo da primeira ovulacdo pds-parto (Butler et al.,
2004). Uma maior producdo de estradiol pelo foliculo dominante juntamente com o aumento
do didmetro do mesmo (Lopes et al., 2007) e uma ovulacdo precoce pés-parto (Kawashima et
al., 2006) estdo associados a um menor intervalo parto concepc¢do. No entanto, os resultados
do nosso estudo ndo demonstraram associacao entre o genétipo de GHR Alul com a melhora
do desempenho reprodutivo. Ademais, ndo foi observada associacéo entre a presenca do alelo
Alul (-) e um menor intervalo parto-concepcao e menor numero de inseminag@es por prenhez.
Entretanto, diferentemente dos estudos citados, os animais desse trabalho foram manejados
em sistema semi-extensivo. Dessa forma, o nivel de producdo desses animais foi menor do
que o das vacas dos estudos que evidenciaram o efeito de muta¢des no gene que codifica para
GHR no desempenho reprodutivo. Consequentemente, essa diferenca pode explicar o fato
desse efeito ndo ter sido observado no presente trabalho, visto que as diferengas no
desempenho reprodutivo em virtude de alteracGes na expressdo de GHR e concentracdo de

IGF-1 sdo dependentes do status metabdlico do animal (Butler et al., 2003).

Além da importancia no desempenho reprodutivo, 0 GHR media as a¢des do GH na
regulacdo do metabolismo, as quais afetam, entre outros fatores, o crescimento, a salde e a
producdo de leite (Argetsinger et al., 1996). Corroborando, touros com gendtipo de GHR Alul
(-/-) apresentam um menor percentual de incremento de gordura no leite em comparagdo aos
outros genotipos avaliados (Aggrey et al., 1999). Além disso, dados ainda ndo publicados da
nossa equipe observaram uma associacdo entre o genoétipo de GHR Alul (+/+) e uma maior
producdo de leite em vacas de alta producdo. Em nosso estudo ndo foi constatada associacéo

entre o genotipo de GHR Alul e a producéo de leite aos 305 dias de lactacéo.
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No entanto, os estudos que associaram mutacfes no gene que codifica pra GHR
utilizaram vacas de alta producdo em regime intensivo. No presente trabalho, foram avaliados
animais de baixa producdo. Consequentemente, como a alteracdo na expressao hepatica de
GHR ¢ resultado da diminuicdo da concentracdo sérica de insulina em virtude do balanco
energético negativo (BEN) resultante da demanda de nutrientes para atender a elevada
producdo de leite (Butler et al., 2003), a associacdo entre os genoétipos de GHR Alul pode nédo
ter sido observada em virtude do reduzido desafio metabdlico ao qual as vacas avaliadas

foram submetidas.

Diferentemente de outros estudos (Maj et al, 2008), nossos resultados néo
evidenciaram uma associa¢do entre os gendtipos de IGF-1 SnaBl e a fertilidade de vacas da
raca Holandés. Por outro lado, a frequéncia genotipica de IGF-I SnaBl observada nesse
trabalho foi semelhante a encontrada por Shirasuna et al (2011), cujo estudo constatou uma
frequéncia de genotipos IGF-I SnaBl (+/+) de 32%, IGF-1 SnaBl (+/-) de 44,7% e IGF-I
SnaBl (-/-) de 21,3%. Somado a isso, Shirasuna et al (2011) ndo observaram diferenca na
frequéncia genotipica e alélica de IGF-1 SnaBI entre vacas ovulatérias ou anovulatdrias nas
primeiras trés semanas ap6s o parto, concluindo que a mutacdo IGF-1 SnaBl ndo apresenta
efeito na fertilidade de vacas de alta producdo. Embora o nivel de producdo dos animais

avaliados tenha sido diferente, esses dados vao ao encontro dos nossos resultados.

Por outro lado, Maj et al (2008) observou uma concentragdo sérica de IGF-1 50%
maior em genotipos IGF-I SnaBI (+/+) em relagdo ao genotipo IGF-1 SnaBI (-/-) em animais
da raca Holandés. Ge et al (2011) também observaram efeito da mutacdo IGF-I SnaBl na
concentracdo sérica de IGF-1. Segundo Ge et al (2011), terneiros da raga Angus com alta
concentracdo de IGF-I apresentaram frequéncia de 25% do alelo IGF-I SnaBl (-) enquanto a

frequéncia do IGF-I SnaBl (+) foi de 75%. J& em terneiros da raga Angus com baixa
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concentracdo de IGF-1 no mesmo periodo, a frequéncia alélica de IGF-1 SnaBl (-) foi de

48%, enquanto que a do alelo IGF-I SnaBI (+) foi de 52% (Ge et al 2011).

Por conseguinte, infere-se que os gendétipos IGF-1 SnaBl estéo associados a fertilidade,
visto que o IGF-I atua no foliculo como modulador das gonadotrofinas, além de estimular a
proliferacdo e diferenciagdo das células da teca e da granulosa (Armstrong and Webb, 1997).
Somado a isso, vacas que ovulam na primeira onda folicular pds-parto apresentam uma maior
concentracdo sérica de IGF-1 em relagdo as vacas que ndo ovulam (Thatcher and Wilcox,

1973).

No entanto, nossos resultados e os de Shirasuna et al (2011) divergem dos achados de
Maj et al (2008) e Ge et al (2011). Provavelmente, o fato de os animais utilizados nos
diferentes estudos ndo se encontrarem em um mesmo status metabdlico explique os diferentes
resultados, visto que diferencas no desempenho reprodutivo causado por alteracdes no eixo
somatotropico sao dependentes do balango energético do animal (Butler et al., 2003). Tal fato
sugere que o status metabolico do animal desempenha destacado papel ha magnitude do efeito
da mutacdo IGF-1 SnaBI na concentracdo sérica de IGF-1 e consequentemente desempenho

reprodutivo.

Quanto a producdo de leite, no presente trabalho ndo foi observada associacéo entre 0s
gendtipos IGF-1 SnaBIl. Da mesma forma, segundo Hines et al (1998) os genotipos de IGF-I
SnaBl ndo apresentam associacdo com a producdo de leite. Entretanto, Siadkowska et al
(2006) observaram uma associacdo entre genotipos de IGF-1 SnaBl e a composic¢éo do leite.
No entanto, os estudos citados avaliaram animais com status energético diferente do status
dos animais analisados nesse trabalho. Por consequéncia, a importancia da mutacdo IGF-I

SnaBlI na produgdo de leite permanece necessitando de novos estudos.
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Por outro lado, como a expressdo hepatica de mMRNA de IGF-1 esta condicionada a
expressao de GHR (Radcliff et al., 2003), foi avaliado o efeito da interacdo entre os fendtipos
de GHR Alul e IGF-1 SnaBI no desempenho reprodutivo e producéo de leite. No entanto, ndo
foi observado efeito da interacéo entre as mutaces GHR Alul e IGF-I SnaBI no desempenho
reprodutivo e producdo de leite de vacas da raca Holandés. Todavia, Maj et al (2008)
observaram associacdo entre a interacdo entre gendtipos de GHR Alul e IGF-I SnaBl e
caracteristicas zootécnicas. No entanto, como 0s animais do presente estudo foram manejados
em sistema semi-extensivo e apresentaram baixa producdo de leite, o status energético dos
animais avaliados nesse estudo é diferente do status dos animais utilizados por Maj et al
(2008), fato que torna necessario maiores avaliacdes do efeito da interacdo entre 0s geno6tipos

de GHR Alul e IGF-I SnaBI e o desempenho reprodutivo e producdo de leite.

Concluséao

Esse estudo observou nenhuma associacdo entre os gendtipos GHR Alul e IGF-I
SnaBl avaliados e o desempenho produtivo e reprodutivo de vacas leiteiras criadas em regime

semi-extensivo.



Lista de tabelas

Tabela 1 - Formulacdo do concentrado

Alimento

% de incluséo

Farelo de Trigo

Farelo de Soja

Farelo de Arroz

Milho Grao

Sorgo Grao

Lactobov Top

Uréia

Bicarbonato

Calcario Calcitico

MEGALAC-E

Total

20

25

17

16

16,4

2,3

1,3

100

24
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Tabela 2 - NUmero de inseminacdes por prenhez, intervalo parto concepcdo e producao

deleite aos 305 dias de vacas com os genétipos GHR Alul (+/+), Alul (+/-) e Alul (-/-).

Gendtipo de GHR Alul P
Alul (-/-) vs Alul
(+/+) (+/-) (-/-) Linear X
(-/+ e +/+)
Vacas (n) 45 89 21

N° Inseminagbes  2,13£0,19 2,26+0,14 2,52+0,33 0,2989 0,3677
IPC

103,22+8,43 108,68+5,38  127,33+13,99 0,113 0,1927
(dias)

Producdo de
5851,53+175,48 5906,46+£126,36 5792,19+318,02 0,9725 0,8297

Leite (kg)

" Modelo polinomial para efeito linear de ter nenhum, um ou dois alelos GHR Alul (-) e

contraste entre ter nenhum Alul (-) versus um ou dois alelos Alul (-).
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Tabela 3 - NUmero de inseminacdes por prenhez, intervalo parto concepcdo e producao

deleite aos 305 dias de vacas com os gendtipos IGF-1 SnaBI (+/+), SnaBl (+/-) e SnaBl (-/-).

Gendtipo de IGF-1 Snabl P
SnaBl (-/-) vs
(+/+) (+/-) (-/-) Linear  SnaBl (-/+ e
+/+)"
Vacas (n) 54 71 30
N° Inseminagdes  2,31+0,16 2,17+0,18 2,37+0,22 0,9145 0,8336
IPC
114,54+6,98 104,54+6,72  112,83+10,22  0,8461 0,5031
(dias)
Producéo de leite
5771,85+£163,98 5829,28+144,34 6169,03+227,21 0,0858 0,1375

(kg)

" Modelo polinomial para efeito linear de ter nenhum, um ou dois alelos IGF-I SnaBl (-) e

contraste entre ter nenhum SnaBI (-) versus um ou dois alelos SnaBI (-).
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4 Concluséao Geral

A associacao entre os genotipos de GHR Alul e IGF-I SnaBIl e o desempenho
reprodutivo e producdo de leite apontada por alguns autores nao foi observada
nesse trabalho. No entanto, por se tratarem de genes que atuam no metabolismo, o
controle individual de ingestado juntamente com parametros hormonais e metabolicos
poderdao melhor elucidar a associacdo dessas mutacdes com o desempenho

zootécnico de vacas da raca Holandés.
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