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RESUMO

A leptina, uma citocina produzida pelas células adiposas, possui acdo na reproducao dos
animais promovendo a puberdade, foliculogénese e oogénese, ciclo estral e auxiliando
na fecundagdo. A compreensdo dos mecanismos que controlam a atividade reprodutiva
de preds (Galea spixii) possui papel relevante para a preservacdo da espécie. Desta
forma, o presente trabalho propds analisar a imunolocalizacao dos receptores de leptina
(Ob-R) no ovério de preés. Coletaram-se os ovarios de 20 fémeas adultas, ndo prenhes e
saudaveis. As amostras foram fixadas em paraformaldeido a 4% em tampéo fosfato,
incluidas em parafina e seccionadas para a realizacdo de imunohistoquimica. As seccfes
foram fotomicrografadas e avaliadas quanto a intensidade da reacdo. Observou-se forte
imunorreagdo no odcito e nas células da teca, moderada nas células do estroma ovariano
e nas células luteinicas grandes e fracamente coradas nas células da granulosa,
endoteliais, perivasculares e células luteinicas pequenas. Quando comparado a
expressao de receptores ao longo do desenvolvimento folicular foi observado que o
odcito e as celulas da teca se mantiveram com expressdo na mesma intensidade.
Entretanto, as células da granulosa apresentaram forte marcacdo nos estadios pré-antrais
enquanto que nos foliculos antrais apresentou fraca intensidade. Concluimos que em
ovarios de Galea spixii existe a presenca de Ob-R nas principais estruturas do ovario
sugerindo que este hormdnio desempenhe papel fundamental na reproducdo desta

espécie.

Palavras-chaves: adipocitocinas, foliculos ovarianos, corpo luteo, reproducdo de

roedores.



ABSTRACT

Leptin, a cytokine produced by adipose cells, is the target of the scientific community
for believing that it has an impact on the reproduction of the animals promoting puberty,
folliculogenesis and oogenesis, estrous cycle and aiding in fertilization. The
understanding of the mechanisms controlling the reproductive activity of Spix’s Yellow-
toothed Cavy (Galea spixii) plays a relevant role in the preservation of the species.
Thus, the present work proposed to analyze the immunolocalization of leptin receptors
(Ob-R) in the ovary of cavies. Ovaries from 20 adult, non-pregnant, healthy females
were collected. The samples were fixed in 4% phosphate buffered paraformaldehyde,
embedded in paraffin and sectioned for immunohistochemistry. The sections were
photomicrographs and intensity of the reaction was measured. Strong immunoreaction
was observed in oocyte and theca cells, moderate in ovarian stromal cells and large
luteal cells and weak stained in granulosa, endothelial, perivascular and small luteal
cells. When compared to receptor expression along follicular development it was
observed that the oocyte and the theca cells remained with expression at the same
intensity. However, the granulosa cells presented strong stained in the preantral stages,
whereas in the antral follicles it presented low intensity. We conclude that in the ovaries
of Galea spixii there is the presence of Ob-R in the main structures of the ovary

sugesting that this hormone plays a fundamental role in the reproduction of this species

Keywords: adipocytokines, ovarian follicles, corpus luteum, rodent reproduction.
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1) INTRODUCAO

O tecido adiposo, constituido pelos adipocitos, secreta e sintetiza adipocitocinas,
que sdo capazes de atuar de forma autOcrina, paracrina ou enddcrina. Uma das
adipocitocinas mais importantes é a leptina, hormonio peptideo, composto por 167
aminoacidos, produzido a partir do gene da obesidade e conhecida por regular o apetite
e 0 gasto energético (AHRENS et al., 2013; CATLI et al., 2014). A sua descoberta teve
grande influéncia na compreensdo de como o tecido adiposo se comunica com outros
orgdos do corpo, em especial com as glandulas endocrinas (CHAN et al., 2003) e o
sistema digestorio (BADO et al., 1998).

A leptina é um componente integral do complexo sistema fisiolégico que regula
0 armazenamento, o equilibrio e 0 uso de energia pelo organismo através da ligacédo
com receptores especificos (TAHERI e PARHAM, 2016), informando o estado
nutricional do organismo para outros sistemas fisioldgicos (DISKIN et al., 2003;
ZHANG et al., 2015). Além disso, este hormonio estd associado a regulacdo da
puberdade (AHIMA et al.,, 1997), da reproducdo, atuando no eixo hipotalamo-
hipofisario-gonadal, influenciando a esteroidogénese, foliculogénese e o0o0génese
(OGASAWARA et al., 2008; BATISTA et al., 2013; TAHERI e PARHAM et al.,
2016), a funcdo placentaria (DALL’AGLIO et al., 2012) e o desenvolvimento
embrionéario (CRAIG et al., 2005).

A acdo fisioldgica da leptina é mediada por receptores produzidos pelo gene
relacionado a diabetes, pertencentes a superfamilia das citocinas de classe I, os quais
possuem dominios intracelulares, extracelulares e transmembranicos (BATISTA et al.,
2013). Até o momento, foram relatadas seis variacdes de receptores sendo Ob-Ra, ¢, d e
f considerados receptores curtos, 0 Ob-Re € soltvel e 0 Ob-Rb, 0 mais predominante, é
um receptor longo. Eles atuam por meio de tradutores do sinal janus-quinase e de
ativadores de transcricdo (JAK-STAT) e a proteina quinase ativada por mitdgenos
(MAPK) (RESHMAN et al.2016; TAHERI e PARHAM, 2016).

A expressao da leptina e do Ob-Rb no ovério ja foi relatada em diversas espécies
animais como mamiferos (ALBRIZIO et al., 2013; BATISTA et al., 2013), entres eles,
alguns roedores, como em ratos (RYAN et al., 2002; RYAN et al.,, 2003) e
camundongos (DUPUIS et al., 2014); bem como em aves (ADACHI et al., 2008) e



15

peixes (ESCOBAR et al., 2016). Porém até o presente momento nao ha estudos deste
hormdnio como também de seus receptores em preas (Galea spixii).

Os preés sdo animais que se adaptam bem ao cativeiro e ao clima semiarido, e
podem ser criados em larga escala pelos pequenos produtores rurais, sendo fonte
alternativa de carne de baixo custo e de elevado valor nutritivo como também um bom
dispersor de sementes (BARBOZA et al., 2016). Em funcdo disto, justifica-se a
utilizacdo desses animais na pesquisa com o intuito de aprofundar os conhecimentos dos
mecanismos que controlam sua atividade reprodutiva.

A compreensdo dos mecanismos que controlam a atividade reprodutiva de preas
possui papel relevante para a preservacao da espécie, desenvolvimento de técnicas para
aumentar a eficiéncia produtiva e descoberta de farmacos como forma de prevencédo ou
tratamento de afeccBes do sistema reprodutor. Portanto, o presente trabalho visou
analisar os receptores de leptina nos ovarios de prea (Galea spixii), com o intuito de, no

futuro, detalhar sua importancia sobre a reproducéo dessa espécie.

2) REVISAO DE LITERATURA

Na revisdo a seguir estdo apresentadas as informacdes obtidas na literatura
referentes a leptina, sua composicdo quimica, seu papel no organismo, local onde é
produzido e forma de secrecdo, mecanismo de acao, seus receptores e as formas como
ele interagem com a leptina. Em seguida sera brevemente explanado sobre o papel da
leptina na reproducdo como também pesquisas as quais evidenciaram a influéncia da

leptina e a localizacdo dos receptores de leptina no ovario em diferentes espécies

. Leptina

A leptina é um hormonio peptidico constituido por 167 aminoacidos e transcrito
pelo gene da obesidade (Ob) e amplamente conhecido por regular o apetite e 0 gasto
energético (AHRENS et al., 2013). Porém ja foi relatada a possibilidade de influenciar
em processos de angiogénese (WILES et al.,2014), osteogénese (ZHOU et al., 2014),
regulacdo do sistema imune, inflamatdrio e hematopoiético (FATUZZI e FAGGIONI,
2000) na digestdo e absorcdo (YARANDI et al., 2011) e na reprodugédo
(CAVALCANTE; AICELES RAMOS, 2013).
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Este peptideo é secretado pelo tecido adiposo, principalmente aquele do tipo
branco, no entanto ha relatos de sua produgdo em outros tecidos como: placenta
(DALL’AGLIO, 2012) e ovarios (TRISOLINI et al., 2013) de felinos, Gtero de ratos
(ARCHANCO et al.,, 2007), glandula mamaria de bovinos (LEW; OLIVEIRA,;
CARVALHO, 2012), hipotalamo de ovelhas (IQBAL et al., 2000).

Este horménio é secretado de forma pulsatil demonstrando um ritmo circadiano,
com baixos niveis no meio da tarde e niveis elevados no meio da noite (LICINIO et al.,
1997). O ritmo diario de secrecdo pode sofrer influéncia do sexo: sendo verificadas
concentragdes mais elevadas deste hormonio em mulheres do que em homens
(SUMNER et al., 1998) e foi observado, também, que os niveis de leptina em mulheres
apoOs a menopausa caem drasticamente, sugerindo influéncia dos horménios esteroides
(PARK e AHIMA, 2015).

Atuacdo da leptina ocorre por meio da ligacdo com receptores especificos de
membrana (LEW; OLIVEIRA; CARVALHO, 2012; MERCATI et al.,, 2014). O
Receptor de leptina (Ob-R) é um membro da classe | da superfamilia dos receptores de
citocinas, produzido pelo gene da diabetes no qual € transcrito e clivado em seis
isoformas diferentes: o receptor longo (Ob-Rb) que é a forma de sinalizacdo mais
predominante (CAVALCANTE; AICELES RAMOS, 2013), os receptores curtos (Ob-
Ra, c, d e f) e o receptor soltvel (Ob-Re) (KUMAR et al., 2012; LANDRY; CLOUTIR;
MARTIN, 2013; TAHERI e PARHAM, 2016).

Os receptores de leptina apresentam acgdes especificas: Ob-Rb possui dominios
intracelulares que sinalizam a partir da via JAK-STAT, sendo responsavel pela maioria
dos efeitos bioldgicos da leptina como o controle energético por ativacao dessa via no
hipotdlamo e proliferacdo de células mononucleares sanguineas (PROCACCINI et al.,
2009). Ha também relatos de que a interacdo entre 0 hormonio e seu receptor promove a
ativacdo da via da proteina quinase ativada por mitogénos e essa promove a maturagao
dos odcitos principalmente em vertebrados (CRAIG et al., 2004).

Este receptor pode ser encontrado nas células da granulosa, células da teca e
células do cumulus e odcitos de foliculos antrais (BATISTA et al., 2013), OB-Ra e OB-
Rc séo expressos em plexo coroide e microvasos, e sdo responsaveis pela captacdo de
leptina ou efluxo do liquido cefalorraquidiano, bem como no transporte mediado por
receptor de leptina através da barreira hematoencefalica (FRUHBECK, 2006), OB-Re
atua como um sistema de tamponamento para a leptina de circulagdo livre, podendo

codificar o receptor sollivel, todavia, necessita do dominio intracelular e
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transmembranicos (LEE et al., 1996), OB-Rd age na remocao da leptina da circulacéo
(CEDDIA et al., 1998), OB-Rf ¢ principalmente encontrado em tecidos envolvidos com

0 sistema imunoldgico, porém sua funcéo ndo estad bem elucidada (MANN et al., 2003).
Il. Leptina na reproducéao

A leptina tem sido creditada importancia tanto na homeostase energética quanto
na reproducdo (HU et al., 2014). A evidéncia direta de que a leptina estava envolvida na
reproducdo foi obtida atraves de estudos com camundongos obesos (Ob/Ob) que s&o
deficientes nesse horménio e eram inférteis, porém apds administracdo de doses de
leptina, adquiriram a capacidade de reproduzir (CHEHAB; LIM; LU, 1996).

Foi relatado que o bloqueio de leptina em ratos neonatos causava um retardo no
inicio da puberdade e modificacbes na expressdo de neuropeptidios na idade adulta
(MELA et al., 2017). Ahima et al., (1996) demonstram que injeces de leptina em
camundongos fémeas jovens faziam com que esses animais alcangassem a puberdade
cada vez mais precocemente sem alterar o peso corporal, sugerindo que a leptina atue
regulando o sistema neuroenddcrino e consequentemente a funcdo reprodutiva.
Associado a isso, demonstrou-se que em cultura de células de hipdfise de ratos
suplementadas com doses de leptina ocorria aumento da secre¢do de LH e FSH e a
administracdo de soro anti-leptina promovia o decréscimo na pulsacdo de LH (OGURA
etal., 2001).

Roedores e humanos com deficiéncia genética de leptina apresentam amenorreia
hipotalamica que é revertida apds reposicdo exdgena de leptina (CHOU et al., 2011). A
deficiéncia de leptina devido a restricdo alimentar em roedores também inibe o eixo
hipotaldmico hipofisario gonadal, e da mesma forma, a reposi¢cdo do hormdnio promove
a pulsacéo de LH e o retorno do ciclo estral (LESHAN; PFAFF, 2014).

Estudos desenvolvidos por Maguire et al., (2012) demonstraram que mulheres
acometidas lipodistrofia congénita, e consequentemente deficiéncia de leptina, que eram
suplementadas com leptina recombinante conseguiram reestabelecer seu ciclo menstrual
regular como também sua fertilidade. J& Khosropour et al., (2016) identificaram
alteraces no gene da leptina e de seu receptor estdo envolvidas com infertilidade e

diminuicdo na contagem de espermatozoides em homens.
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I11. Ainfluéncia da leptina no ovério

A grande distribuicdo de leptina e seu receptor no ovario de camundongos
(RYAN et al., 2003), coelhos (ZERANI et al., 2004) suinos (SMOLINSKA et al.,
2012), bovinos (SARKAR et al., 2010), gatas (ALBRIZIO et al., 2013), cabras
(BATISTA et al., 2013) e bafalas (RESHMA et al., 2016) sugere a importancia deste
hormonio no controle de véarios aspectos da reproducdo (DALL’AGLIO et al., 2012).
Sua influéncia na reproducdo é contraditoria, pois alguns trabalhos relatam que a
suplementacdo do hormdnio causa efeito inibitério na funcdo ovariana, outros citam
estimulacdo na atividade ovariana (SIAWRYS; SMOLINSKA, 2012; TRISOLINI et al.,
2013; RESHMAN et al., 2016).

Em relacdo aos efeitos diretos da leptina no ovério, ha relatos de inibicdo do
crescimento folicular em ratos (KIKUCHI et al., 2001), porém em bubalinos foi
verificado que esse crescimento foi estimulado através dos efeitos desse hormonio
(RESHMA et al., 2016). Segundo Joo et al. (2010), ratos e coelhos tratados com leptina
apresentavam aumento de ovulacdes e que a deficiéncia de leptina em ratos estava
associada a supressdo da foliculogénese e o aumento de apoptose nas células da
granulosa.

O mecanismo de acdo da leptina no ovério, é explicado de varias maneiras, uma
delas é sua acdo direta sobre a atividade secretora do ovario, outra é atuando sobre a
angiogénese e também na apoptose folicular (HU et al., 2014; RESHMA et al., 2016).
Este horménio também atua de forma indireta como ativador do sistema
neuroenddcrino, exercendo os seus efeitos sobre no eixo hipotdlamo-hipofisario
gonadal. Além de estimular o GnRH, a leptina atua diretamente na hipd6fise estimulando
a secrecdo de FSH e LH (OGURA et al., 2001; CAVALCANTE; AICELES RAMOS,
2013).

Inimeros estudos in vitro demonstram que aplicacbes suprafisiol6gicas de
leptina inibiram a esteroidogénese nas células da granulosa de bovinos e em outras
espéecies. Em contraste, doses fisiologicas estimularam a esteroidogénese em células
cultivadas da granulosa de suinos e de gansos na presenca e na auséncia de fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF) I. Logo, niveis circulantes de leptina podem
exercer efeito direto sobre a atividade ovariana (KARAMOUTI et al.,, 2008;
SMOLINSKA et al.,, 2012; CAVALCANTE; AICELES RAMOS, 2013; HU et al.,
2014).
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Estudos em cultura de células ovarianas de ovelhas e suplementadas com leptina
puderam concluir que ela promove o desenvolvimento de o0citos competentes,
proliferacdo do tecido ovariano e aumento no nimero de foliculos (KAMALAMMA et
al., 2016).

IV. Receptores de leptina no ovario

Estudos desenvolvidos por Zerani et al., (2004), Archanco et al., (2007) Kumar
et al., (2012) e Batista et al., (2013) verificaram a expressao por meio de
imunohistoquimica (IHC) de receptores de leptina presentes no ovario de coelhas
pseudogestantes, ratos, bubalinas e cabras respectivamente, sendo a marcacdo mais
intensa nas células da granulosa dos foliculos primarios, secundarios e terciarios, no
oo6citos e no corpo luteo, principalmente nas células luteinicas grandes, foram
encontradas também nas células da teca, porém, nessas a marcagdo foi menos intensa.

A leptina e seus receptores foram encontrados, por meio de reacdo em cadeia de
polimerase em tempo real (RTPCR), em ovarios de cadelas prenhes, com abundancia
nas células da granulosa luteinizadas e no corpo liteo. Tanto a leptina quanto seu
receptor apresentaram variacdo nos niveis de expressdo durante a vida util do corpo
luteo, alcancando seu maior indice na primeira metade da gestacdo (BALOGH et al.,
2012).

Quando analisaram as alteracdes ciclicas da expressao de receptores de leptina
em gatas, Albrizio et al., (2013) observaram que a expressdo oscilava no decorrer do
ciclo estral dos animais, apresentando valores maiores na gestacdo e pseudogestacdo
qguando comparados ao anestro, proestro e estro, sugerindo que a expressdo deste

horménio esta sob influéncia das gonadotrofinas ou horménios esteroides.
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3) OBJETIVOS

. OBJETIVO GERAL

Avaliar a imunolocalizacgdo e distribuicdo dos receptores de leptina (Ob-R) nas

principais estruturas ovarianas de preas (Galea spixii).

Il. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Auvaliar a distribuicdo dos receptores de leptina nos foliculos e odcitos em

diferentes estadios do desenvolvimento folicular;

B. Verificar aimunolocalizacdo dos receptores de leptina nas células do corpo Iuteo

e do estroma ovariano;

C. Quantificar a imunorreacdo dos receptores de leptina nas estruturas ovarianas da

espécie
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4) METODOLOGIA

Este experimento foi aprovado pelo Instituto Chico Mendes ICMBIio/SISBIO
(23091.005451/2015-51) e pela Comissdo de Etica em Uso Animal da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido — UFERSA (Anexo 1), com ndmero de protocolo: 48585-
1/2015.

I.  Sele¢édo dos animais

Foram selecionadas aleatoriamente 20 fémeas de pred (Galea spixii) (Figura 1)
adultas, oriundas do Centro de Multiplicagdo de Animais Silvestres (CEMAS) da
UFERSA.

5% ) : R =l - =5
Figura 1: Pred (Galea spixii) no recinto do
CEMAS. Acervo pessoal

Il. Coleta das amostras

Para coleta das amostras os animais foram pesados e pré-medicados com a
associagdo de cloridrato de xilazina na dose de 4 mg.Kg™ e cloridrato de cetamina 60
mg.Kg™ por via intramuscular. Apés 10 minutos, os animais foram anestesiados com
sobredose anestésica de tiopental (60 mg.Kg™) por via intracardiaca e por fim
eutanasiados com administracdo de cloreto de potéssio 2,56 mEq.Kg™ também por via
intracardiaca. Depois de constatada a morte dos animais, procedeu-se uma inciséo
abdominal ventral com intuito de promover a coleta dos ovérios (Figura 2). Também

foi coletada uma amostra de tecido adiposo intra-abdominal.
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Figura 2: Exposicdo do ovario apds abertura da cavidade abdominal
para coleta dos ovarios em preé. Acervo pessoal

I11. Processamento histoldgico das amostras

Os ovarios foram fixados em solucédo de paraformaldeido a 4% tamponado com
fosfato de sodio 0.1M, pH 7,2 a 4°C por 24 horas. Apos fixacdo, o material foi lavado
em 4agua corrente por 30 minutos para retirada do excesso de fixador. Em seguida,
desidratadas em solucGes de concentracdes crescentes de alcool (70, 80, 90, 95 °GL) e
trés solugbes a 100 °GL, permanecendo em cada uma delas por 30 minutos, de modo a
garantir total desidratacdo do material. Apds desidratacdo, as amostras foram imersas
em duas solucdes de xilol durante 30 minutos cada para diafanizagdo. Posteriormente,
os fragmentos foram imersos em parafina onde permaneceram “overnight”. No dia
seguinte, os ovarios foram realocados para uma segunda parafina por 60 minutos para
entdo serem emblocados e identificados.

Os ovérios foram totalmente fragmentados em cortes continuos com espessura
de 5 um com auxilio de microtomo (LEICA RM 2125 RT) em laminas silanizadas
(StarFrost® Advanced Polycat, Alemanha) que foram submetidas ao processo de

imunohistoquimica e fotomicrografadas para identificacdo das estruturas.

IV. Imunohistoquimica para receptores de leptina

Para a realizacdo da imunohistoquimica, os cortes foram submetidos a sequéncia
de imersdo em duas solugdes de xilol por 10 minutos cada, depois imersos em solugdes
decrescentes de &lcool em trés solucgdes de alcool absoluto, uma a 95°GL, uma a 80°GL
e uma de 70 °GL por cinco minutos cada, e por fim as amostras permaneceram em agua

destilada por mesmo tempo.
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A recuperacdo antigénica foi realizada por meio da imersdo das laminas em
solucdo de citrato de s6dio 10 mM, (pH 6,0) tamponado com solugdo de tampdo fosfato
salino (PBS) e aquecidos em trés sessbes de 5 minutos em micro-ondas caseiro na
poténcia maxima (750W), tendo o cuidado de evitar a fervura do material. Ap6s o
resfriamento das amostras, procedeu-se 0 bloqueio da peroxidase endogena
mergulhando as sec¢des em uma solucdo contendo 1% de peroxido de hidrogénio
diluido em PBS por 10 minutos. O material foi lavado em outra solugdo de fosfato
salino duas vezes e sob agitacdo, por 5 minutos cada lavagem.

Para o bloqueio das reacdes inespecificas utilizou-se uma solucdo prépria
incluida no kit do anticorpo secundério (ImmunoCruz™ rabbit ABC staining System —
sc-2018), gotejando sobre os cortes presentes na lamina até cobri-los. As laminas
contendo os cortes foram armazenadas em camara Umida por 30 minutos sob
refrigeracdo. Seguindo-se com uma lavagem em PBS sob agitacdo em trés séries de 5
minutos e secadas com papel toalha.

Para a marcacgéo dos receptores de leptina foi instilado 70uL do anticorpo contra
receptores de leptina (OB-R H-300 RABBIT IgG, sc-8325, Santa Cruz®, anticorpo
recomendado para as formas curtas e longas dos receptores) na concentracdo de 1:50
diluido em PBS, e logo em seguida as laminas foram colocadas em camara Umida por
12 horas sob refrigeragdo. No dia seguinte, as laminas foram lavadas com PBS e em
seguida todos os cortes foram incubados com o anticorpo secundario biotinilado contra
anticorpo de coelho (donkey anti-rabbit 1gG-B: sc-2089, Santa Cruz ®) em camara
Umida por 30 minutos e novamente lavadas em PBS e em seguida incubada com o
complexo avidina-biotina em c&mara Umida por 30 minutos e lavadas em PBS
novamente. Em ambiente escuro, foi instilada uma gota do agente cromdgeno
diaminobenzidina (DAB) em cada seccdo sendo imersas em agua destilada apé6s 3
minutos. Apds suspensa todas as reacoes, as laminas foram banhadas em hematoxilina
de Harris, por 10 segundos, e mergulhadas em alcool absoluto e xilol e conseguinte
montadas com Permount® (Fisher Chemical). As reacdes positivas foram reconhecidas
pela coloracdo vermelho amarronzadas enquanto que as negativas, coloragdo branca.
Cortes de ovario de bovinos e tecido adiposo foram utilizados como controle positivo da
reacdo (conforme recomendacdo do fabricante) e seguindo a mesma metodologia
supracitada. Os controles negativos envolveram a omissdo da incubacdo com o
anticorpo primario (OB-R H-300 RABBIT IgG, sc-8325, Santa Cruz®) do

procedimento. Nao se visualizou imunorreatividade nas preparagdes controle.
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As laminas foram selecionadas e suas secgdes fotomicrografadas com a
utilizagdo de um microscopio com cadmera acoplada (LEICA DM500) sendo capturadas

tanto imagens das sessdes positivas quanto das negativas.
V. Quantificando a imunorreacao

Para quantificar a intensidade das reacGes positivas de cada estrutura do ovario
seguiu-se a metodologia empregada por Fatima et al., (2013) na qual foram selecionadas
trés seccdes para cada estrutura e analisadas por um Unico observador, contabilizando
20 células de cada estrutura seguindo os critérios determinados: Auséncia de reacdo (1),

fraca reacdo (2), moderada (3), forte (4) e muito forte (5).
VI. Andlise estatistica

As medianas da intensidade de marcacdo quanto a imunohistoquimica foram
comparadas por Kruskal-Wallis seguido de Dunn. Todas as comparacdes foram
realizadas em funcéo dos diferentes tipos celulares com nivel de probabilidade de 5%,

sendo utilizado para tal finalidade o BioEstat 5.0.

5) RESULTADOS

A imunorreacdo para Ob-R foi detectada no ovario de preds. As marcacdes
positivas foram localizadas nas células da granulosa, células da teca, odcito, células do
estroma, endoteliais e perivasculares, assim como no corpo lateo. O tecido adiposo
também apresentou receptores de leptina (Figura 3). As seccfes designadas para o

controle negativo foram livres de marcagdo (Figura 3- A’, C’, E’).



Figura 3: Imunolocalizagdo de receptores de leptina em ovario (A, B, C, D, F) e tecido
adiposo (E) de pred. A- Corpo l(teo apresentando reacdo positiva; B — CL positivo.
Células luteinicas grandes (seta cheia) e células pequenas (seta vazia) positivas; C —
Tecido ovariano positivo, o6cito (seta vazia) e células do estroma (seta cheia); D —
Foliculo terciario positivo, células da granulosa fracamente coradas (seta cheia) e
células da teca intensamente coradas (seta vazia); E- Tecido adiposo apresentando
imunomarcacao para receptores de leptina; F- Tecido ovariano apresentando marcacgéo
positiva, endotélio e células perivasculares positivas (seta cheia). As imagens A’, C’ e
E’ sdo imagens do controle negativo.
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Quando observado a intensidade da marcacdo verificou-se que as células da teca
e 0 o0cito apresentaram reacdo forte, o estroma e as células luteinicas grandes
apresentaram marcacdo moderada as células da granulosa, endotélio, perivascular e

luteinicas pequenas apresentaram reacgéo fraca (Tabela 1).

Tabela 1: Quantificacdo da imunohistoquimica para Ob-R em ovério de preés

(Galea spixii).

Células Intensidade de Marcacao
Células da Granulosa 2,00°+ 1,00

Células da Teca 5,00 + 1,00

Odcito 5,00° + 3,00

Células do estroma 3,007 £ 2,00

Células endoteliais 3,00 + 2,00
Perivasculares 2,00% + 3,00

Lutefnicas grandes 3,00° + 2,00

Lutefnicas pequenas 2,00 + 3,00

Letras mindsculas indicam comparagdo entre linhas. A intensidade da imunocoloragédo foi
graduada de 1 a 5, usando o critério a seguir: 1, ausente; 2, fraco; 3, moderado; 4, forte; 5, muito
forte. Os valores foram expressos em mediana e desvio padrdo. Letras subscritas diferentes

indica diferenca significativa (p> 0,05).

Comparando a marcacdo dos receptores de leptina no decorrer das fases de
desenvolvimento dos foliculos, observou-se que o o6cito permaneceu intensamente
marcado em todas as fases, as células da teca, quando presentes, também seguiram o
mesmo padrdo da dos odcitos (Figura 4), entretanto as células da granulosa se
apresentaram mais intensamente coradas nos estadios iniciais dos foliculos do que nos

estadios finais (Figura 5).
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Figura 4: Foliculos ovarianos de Galea spixii em diversos estadios de desenvolvimento. A-
Odcito em foliculo primordial exibindo intensa coloracéo (seta vazia), oocito com intensa
marcacao em foliculo primario (seta cheia); B —Odcito com marcacao intensa em foliculo
secundario (seta vazia) e células da teca também fortemente coradas (seta cheia); C- Células
da teca e odcito fortemente marcados em foliculo antral (seta vazia).
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Figura 5: Células da granulosa com diversas intensidades de marcacdo. A — Foliculo
secundario apresentando odcito e células da granulosa fortemente marcadas (seta cheia);
B — Foliculo antral apresentando células da granulosa com marcacao fraca (seta vazia).

6) DISCUSSAO

A leptina apresenta papel importante na reproducdo sendo necessaria para
manutencdo da capacidade reprodutiva dos animais (TAHERI e PARHAM, 2016).
Atuando por meio de seus receptores, influencia a fisiologia do ovario. O envolvimento
direto desse hormdnio nas fungdes ovarianas ja foram demonstradas em muitas espécies
(KUMAR et al., 2012; ALBRIZIO et al., 2013; BATISTA et al., 2013), entretanto, até o
presente momento ndo ha relatos na literatura de estudo deste horménio e seus
receptores em Galea spixii. Neste experimento, nés demonstramos pela primeira vez a
imunolocalizacdo de receptores de leptina nesta espécie.

No presente trabalho foi observado a imunolocaliza¢do dos receptores de leptina
(Ob-R) nas principais estruturas do ovario, como: células foliculares, o6citos e corpo
luteo. Estes achados associados as marcagGes do hormdnio leptina encontradas em ratos
(RYAN et al.,, 2002), bovinos (SARKAR et al., 2010), caprinos (BATISTA et al.,
2013), nas mesmas estruturas nos faz acreditar que a leptina atue de forma paracrina
e/ou autocrina e que interaja com seus receptores em um mecanismo de autorregulacao.
Outro achado na literatura que embasa essa teoria, é que, animais com deficiéncia na
expressdo de receptores de leptina (db/db) apresentam concentracdes suprafisiologicas
de leptina em sua corrente sanguinea (WANG et al., 2014). Entretanto essa afirmacéo
pode ndo ser verdadeira na fisiologia de preas, uma vez que ndo foi analisada a

expressdo do proprio hormdnio nesta espécie.
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Com base nos resultados desta pesquisa, foram encontrados receptores de leptina
nos odcitos, células da teca, células da granulosa, corpo luteo, endotélio e células do
estroma ovariano de preds (Galea spixii). Resultados semelhantes foram relatados em
caprinos (BATISTA et al., 2013); ratos (ARCHANCO et al., 2007); ovinos (TAHERI E
PARHAM, 2016); bubalinos (KUMAR et al., 2012) e suinos (SMOLINSKA et al.,
2012). O que indica que este hormdnio possa atuar de forma semelhante nas principais
estruturas ovarianas, como foliculos e odcitos, corpo luteo, vasos sanguineos de
especies diferentes.

Foi demonstrada neste trabalho, através da técnica de imunohistoquimica, a
presenca de receptores nos odcitos de preds, a qual apresentou forte intensidade em
todos os estadios de desenvolvimento folicular, sugerindo que nesta espécie, a leptina
tenha participacdo no metabolismo do od6cito. Estes mesmos resultados foram
demonstrados ovinos por Taheri e Parham (2016) e em ratos por Ryan et al., (2002). A
possivel acdo da leptina nesta estrutura pode ser explicada de duas maneiras: a primeira
é devido a acdo direta da leptina sobre seus receptores presente no nucleo do oécito que
ativam a MAPK e consequentemente promovendo sua maturacdo. Essa hipotese foi
demonstrada por Craig et al., (2004) ao avaliarem a acdo da leptina sobre a maturagédo
de odcitos de suinos, ao observaram que quando introduziam a leptina na cultura havia
um aumento na expressdo de MAPK e um maior nimero de o6citos maturados,
entretanto quando utilizavam um bloqueador especifico de MAPK (U0126) dessa
reacao, havia reducdo na expressao desta proteina nos odcitos. A outra forma seria por
meio da agdo indireta da leptina nas celulas foliculares ou na angiogénese ovariana.

Ryan et al (2003) e Batista et al., (2013) observaram em ratos e caprinos,
respectivamente, que as células da teca demonstravam fraca reacdo de
imunohistoquimica para receptores de leptina. Contudo, em preas, observamos intensa
marcacdo dos receptores de leptina nas células da teca em todas as fases foliculares
neste estudo. As diferencas entre as pesquisas podem ter sido causadas por
metodologias diferentes. Ryan et al. (2003) utilizaram o congelamento para fixacéo e
processamento das amostras o que pode ter acarretado em perda de propriedades das
células da teca, enquanto Batista et al. (2013) na metodologia em seu estudo com
caprinos, utilizaram uma concentracdo do anticorpo primario no momento da incubagéo
divergiu da utilizada em ovarios de Galea spixii 0 que pode ter ocasionado uma

diminuicdo na ligagdo entre o anticorpo e a estrutura mencionada.
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A alta expressdo de receptores de leptina na teca pode indicar que esse
horménio participe do desenvolvimento folicular e odcitario. Com base nos achados
desta pesquisa, acredita-se numa possivel associagdo deste hormoénio com as células da
teca para a oogénse, uma vez que € sabido que a leptina promove nas células foliculares,
a producdo de esterol ativador de meiose (MAS), que promovera a maturacdo do odcito
(RYAN et al., 2002).

Quanto a angiogénese, este estudo observou vasos (endotélio e células
perivasculares) marcados para receptores de leptina proximos a foliculos em
desenvolvimento, como demonstrado na figura 3F. A leptina atua na angiogénese
através do aumento na expressdo de fatores que promovam a vascularizacdo do ovario
como é o caso do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (JOO et al, 2010,
WILES et al., 2014). Com essa possivel acdo sobre a vascularizacdo, a leptina promove
0 aumento da microvascularizacdo nas adjacéncias dos foliculos, desencadeando maior
aporte de nutrientes, hormonios esteroides, gonadotrofinas e oxigénio que servirdo de
subsidio para proliferacdo celular desencadeado pela ativacdo da cascata da proteina
MAPK. Acredita-se ainda, que os receptores de leptina nas células endoteliais, por meio
dos receptores Ob-Ra e Ob-Rc atuem na captacdo do horménio leptina na corrente
sanguinea transportando-o para dentro do ovario e que neste, possa exercer sua
influéncia, corroborando com os achados desta pesquisa.

No presente trabalho, foi observado que nas células da granulosa, nos foliculos
antrais, apresentavam fraca reacdo ao anticorpo contra o receptor. Este resultado
corrobora com Ryan et al., (2002) que avaliaram a presenca deste receptor nessas
mesmas células de murinos. A presenca desses receptores nas células da granulosa tem
sido associadas a estimulacdo da producéo de esteroides por elas (KARAMOUTI et al.,
2008), ou ainda, que ele atue como um fator proliferativo ou anti apoptético (WEN et
al., 2015).

Comparando as fases de desenvolvimento folicular, notou-se que as células da
granulosa nos foliculos pré antrais apresentavam mais forte marcacéo aos receptores da
leptina, ao contrario dos antrais, que demonstraram fraca marcagdo (figura 5). Essa
variagdo entre as marcagOes se deve ao mecanismo da leptina em atuar em receptores,
ativando cascatas mitogénicas e fazendo com que este horménio atue como fator de
proliferacdo celular. Como os foliculos pré antrais necessitam de uma maior
proliferacdo celular para seu desenvolvimento, eles necessitam de maiores quantidades

de receptores para este horménio, o que justifica sua intensa marcacao, ja nos foliculos
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antrais, nos quais a mitose nao é tdo intensa, ndo se faz necessario grande expressao de
receptores, como demonstrado por Wen et al., (2015) que comprovou que a leptina
exercia efeito proliferativo em células cultivadas da granulosa de ganso.

Apols a ovulacdo, as células da teca e de granulosa, sofrem um processo de
luteinizacdo, que culmina na formacdo do corpo luteo (CL). A identificacdo de
receptores nas células do CL de preds (Galea spixii) indica que a leptina possa
influenciar no metabolismo desta estrutura. Os mesmos achados foram encontrados por
Sarkar et al., (2010), Balogh et al., (2012), e Kumar et al., (2012), que avaliaram a
expressdao de receptores de leptina no CL de bovinos, caninos e bubalinos
respectivamente. A influéncia da leptina nas células luteinicas est4 relacionada a sintese
de enzimas responsaveis pela producdo de progesterona (P4), e assim aumentando sua
producdo. Esta hipdtese é reforcada pelos achados encontrados por Smolisnka et al.,
(2010) e Kumar et al., (2012) que observaram uma correlacdo entre os niveis de leptina
e a expressdo dessas enzimas em células do CL no qual a elevagdo de leptina promovia
uma maior expressdo das proteinas STAR, P450scc e 3B-HSD enzimas responsaveis
pela quebra e captacdo de precursores, conversdo e producdo de P4.

Ainda sobre o corpo lateo, foi observado neste estudo, alteracdes na intensidade
de reacdo ao anticorpo contra receptores de leptina entre as células luteinicas, sendo as
celulas luteinicas grandes coradas mais intensamente que as células luteinicas pequenas.
Este mesmo dado foi observado também em corpos lateos de bdfalas (KUMAR et al.,
2012). A explicacdo para essa alteracdo pode estar na capacidade de producdo de
progesterona por essas células. As células luteinicas grandes apresentam alta producéo
de progesterona (KALENDER; ARIKAN; SIMSEK, 2014), que faz com que elas
acumulem uma maior quantidade de receptores de leptina para que esta possa
maximizar sua producdo. Entretanto, as células luteinicas pequenas, cuja producdo de
progesterona € reduzida, ndo precisam expressar tantos receptores para a leptina.

O estroma ovariano é formado por tecido conjuntivo, principalmente
fibroblastos (ROSSETTO et al., 2011). Foi observada neste estudo, forte marcacdo de
receptores de leptina no fibroblasto do estroma ovariano. A julgar pela maior
concentracéo de fibroblastos no tecido ovariano, acredita-se que a fungéo da leptina no
estroma ovariano esteja relacionada nesta célula. Segundo Glasow et al., (2001), o
tecido conjuntivo € a principal fonte de sintese e acdo das citocinas. Como 0s
fibroblastos e adipdcitos estdo intimamente relacionados, devido sua origem em comum

das células germinativas, ha hipétese de que os fibroblastos poderiam ser uma outra
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fonte de producdo de leptina, fazendo com que essas células necessitem expressar

receptores como forma de autorregulacdo da producéo hormonal.

7) CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstram a presenca de imunomarcacao de receptores para leptina
por meio de imunohistoquimica no odcito, células da teca e da granulosa em todos 0s
estadios de desenvolvimento dos foliculos, corpo lGteo tanto nas células luteinicas
pequenas quanto nas grandes, células endoteliais e perivasculares assim como do
estroma do ovéario de preds (Galea spixii). Com diferentes intensidades entre as
estruturas ovarianos sendo observada intensa marcacdo no oocito e nas células da teca,
moderada nas células do estroma e luteinicas grandes, fraca para os demais tipos
celulares citados. Com base nisso, é possivel se sugerir que a leptina desempenha papel
fundamental na reproducéo desta espécie.

Entretanto essa pesquisa € apenas 0 primeiro passo para o entendimento da
reproducdo desta espécie, uma vez que sdo necessarios estudos mais aprofundados da
fisiologia destes animais como, por exemplo, correlacionar 0os nossos resultados com a
marcacdo de leptina no ovéario de preas, além disso, mensurar 0os hormoénios dessa

espécie e correlacionar com a leptina e com outros hormoénios metabolicos.
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9) ANEXO

ANEXO |

s

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
' COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Mossoro, 04 de julho de 20135.

Certificamos que o projeto intitulado “Receptores de leptina, FSH ¢ LH no ovirio,
hipotdlamo e glindulas mamdrias de preds (Galea spixii) cridos em cativeiro” protocolo n.
23091.005451/2015-51 sob a responsabilidade de Genilson Fernandes de Queiroz. — que
envolve a produgdo, manutencdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata
subfilo vertebrata (exceto humanos), para Jins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo
com os preceitos da lei 11794 de 8 de outubro de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Experimenta¢do Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido —UFERSA em reunido
de 23/06/2015 . . ; '

Vigéncia do projeto | Agosto a Dezembro de 2015
| Espécie/linhagem  Galea spixii

N. de Animais 20 .

Peso/idade " | lano

Sexo Feminino

Origem «| Centro de Multiplica¢do de Animais Silvestres
— CEMAS-UFERSA

Atenciosamente,

larcelo Barbosa Bezerrg
"Ie{tf CEUA-UFERSA

BR 110 — Km 47 - Bairro Pres. Costa e Silva
CEP 59625-900 — Mossoré — RN — (84) 3317-8360
http://www2_ufersa edu.br/portal/comissoes/ceua
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ANEXO II
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