Efeito da somatotropina suina (pST) sobre a expressao de genes

ligados a fungao reprodutiva e tamanho testicular de suinos
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Introdugao

A somatotropina ou horménio do crescimento (GH) é um dos principais
coordenadores do crescimento corporal e metabolismo. Muitas das agdes do GH s&o
somatogénicas, exercidas através da estimulagcdo da produgdo de fator semelhante a
insulina (IGF-I), produzidos em diversos tecidos, entre eles as gbnadas (BRITO et al., 2007).

Estudos em humanos ja demonstraram a influéncia da administragdo de
somatotropina exdégena, em pacientes com deficiéncia endégena de GH, atuando de forma
positiva no crescimento testicular, gametogénese e esteroidogénese (MAURAS et al., 2005)

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da administragdo de somatotrofina suina
(pST) sobre o tamanho testicular e a expressao génica do IGF-I, GHR e do antigeno nuclear

de proliferagao celular (PCNA) neste 6rgao em suinos machos pré puberes.

Metodologia

Foram utilizados doze leitdes mestigos, obtidos do cruzamento entre as racgas
Landrace x Large White, alojados em baias coletivas, aonde tiveram acesso a agua e
alimento a vontade, monitorados desde os 22 aos 52 dias de idade. De forma aleatéria os
animais foram divididos em dois grupos: Grupo Tratamento (GT, n = 6) e Grupo Controle
(GC, n = 6). O GT foi submetido a administragao intramuscular de pST a cada trés dias,
durante 30 dias. O GC recebeu placebo, no mesmo volume, dose e frequéncia do GT. Aos
22 dias de idade foram realizadas biopsia testicular com uma agulha semi-automatica de
biépsia (Tru-cut 16G x 15 cm - Biomédicos, Delebrio, Italia), do testiculo direito para
avaliagao da expressao génica. Foi realizado orquiectomia aos 52 dias para obtencédo do
peso testicular e coleta de tecido para avaliagdo génica. As amostras foram congeladas em
nitrogénio liquido e armazenado a -70 ° C, para extragao de RNA.

O RNA total de testiculo foi extraido utilizando Trizol (Invitrogen ®, Carlsbad, EUA),
de acordo com as instrugdes do fabricante. A partir da purificagao (RNeasy Mini Kit, Qyagen,
Valencia, CA, EUA) e determinagédo da integridade (amostras com as bandas 18S e 20S
intactas) foi sintetizado o cDNA utilizando SuperScript First-Strand 1ll Sintese Supermix
(Invitrogen ®, Carlsbad, EUA). O quantitativo PCR em tempo real usando o cDNA obtido no
passo anterior, foi realizada com a maquina real Stratagene Tempo MX3005P PCR (Agilent
Technologies UK Ltd, Stockport, UK), utilizando a detecgao quimica SYBR Green (Platinum
SYBR Green Supermix-qPCR UDG kit, Invitrogen ®, Carlsbad, EUA) tal como recomendado

pelo fabricante.



Os parametros de PCR foram de 5 min a 50 ° C € 10 min a 95 ° C seguido de 40
ciclos de 95 ° C durante 30 seg, 58 ° C e 75 ° C, durante 1 minuto cada. Iniciadores
especificos para GHR, IGF-I, PCNA e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH, o qual
foi usado como um gene de controle) foram utilizados. Para a quantificagcdo da abundancia
de mRNA foi utilizada a formula Abundiancia = 1/ Eficiéncia“’, onde ACT = CT amostra —
CT gene de controle (BIONAZ et al, 2012)

Resultados

O Grupo Tratamento teve maior peso testicular, no final do experimento em relagao
ao Grupo Controle (GT: 9,7 £ 1,0 g; GC: 7,3 £ 0,5 g, P = 0,06). De acordo com a expressao
de PCNA testicular, também foi aumentado em GT (GT: 0,82 % 0,02; GC: 0,76 £ 0,02, P =
0,03), porém a expressao de GHR foi diminuida no GT em comparagao ao grupo controle
(GT: 1,67 £ 0,06 , GC: 1,93 + 0,07, P = 0,01). A expressado de IGF-| nos testiculos nao
diferiram entre os grupos (GT: 1,04 £ 0,01; GC: 1,05 £ 0,01, P = 0,09).

Discussao

O maior peso testicular presente no final do experimento no GT indica um efeito
positivo da administracdo de pST. Isto ainda pode ser confirmado com o aumento da
expressdo de PCNA, que representa um indicador de proliferagao tecidual, pois atua
replicagdo, excisao e reparacao do DNA, montagem da cromatina, deste modo estando
presente em células em replicagao (KELMAN, 1997).

A diminuicao da expressao de GHR testicular indica que houve uma down-regulation
dos niveis testiculares, devido ao aumento da circulagado de IGF-I (Leung et al., 1996). No
entanto nado foi observado efeito na expressao de IGF-l testicular, o que pode estar
relacionado com o aumento da expressao de IGF-I em outros tecidos como figado, tecido
adiposo e em certos musculos esqueléticos responsivos ao GH (Brameld, et al.,1996;
Coleman, et al., 1994).

Concluséo

Este estudo indica que a administracdo de pST tem efeito positivo sobre o peso
testicular, através de uma maior proliferagao tecidual, entretanto interferiu negativamente na
expressao de GHR, sem alterar a expresséao de IGF-I.
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