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1. INTRODUCAO

A leptina, hormdnio produzido pelos adipécitos € um dos principais
sinalizadores centrais do estado nutricional de animais e humanos, regulando
diversas funcdes fisiologicas, dentre elas o metabolismo energético e a reproducao.
As funcdes sistémicas da leptina ja estdo bem estabelecidas (ZIEBA et al., 2005),
sendo este hormonio localizado no tecido adiposo, hipotdlamo, hipéfise e nos 6rgéos
reprodutivos (BLUER e MANTZOROS, 2007). A expressao de leptina pelos foliculos
bovinos indica que existe também producéo local, no entanto, os efeito da leptina na
funcdo folicular em bovinos sdo desconhecidos, sendo descritos uma correlagéao
negativa com os niveis intrafoliculares de estradiol e uma associa¢cdo com 0s niveis
de progesterona (SARKAR et al, 2010) e envolvimento na maturacdo do odcito
(BOELHAUVE et al., 2005).

Os locais de producédo de leptina e os tecidos-alvo deste horménio no
ovario ainda ndo foram estabelecidos em bovinos. Além disso, as funcbes e
mecanismos de acdo da leptina no controle autécrino/ paracrino da foliculogénese
ainda sdo desconhecido. Portanto, o objetivo deste estudo foi determinar a
localizac&o e a expressdao celular da leptina e do seu receptor em ovarios de fémeas
bovinas e comparar a imunomarcacdo da leptina nas células da granulosa de
foliculos completamente diferenciados (dominantes) e foliculos atrésicos
(subordinados) obtidos in vivo.

2. METODOLOGIA

Inicialmente, para determinar os locais de expressdo da leptina e seu
receptor, amostras de odcitos, células do cumulus, granulosa e teca foram
dissecadas de ovarios obtidos em abatedouro. Apds extracdo utilizando protocolo
com fenol e isotiocianato de guanidina (Trizol), o RNA total foi tratado com DNase
para digerir qualquer DNA contaminante, sendo posteriormente realizada a reacao
de transcricdo reversa com o kit iScript cDNA Synthesis (BioRad), conforme
instrucdes do fabricante. A amplificacdo do cDNA foi realizada por RT-PCR
(StepOne Plus, AppliedByossistems) utilizando os iniciadores:

v F-TCTACCAACAGATCCTCACCAGTCT e R-GGTCCCGGAGGTTCTCCA
para a leptina

v F-ACGGAAGGAGTAGGGAAACC e R- TGAGGAGGAAATTATTATTGGCACA
para o receptor da leptina

Os produtos de PCR foram posteriormente corridos em gel de agarose.
Foram utilizadas apenas amostras que amplificaram adequadamente o gene
constitutivo GAPDH (indicador de integridade das amostras) e a especificidade dos
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amplicons obtidos foi avaliada atravées de analise das curvas de dissociacao
(melting) e tamanho dos amplicons (dados ndo demonstrados).

Para a coleta de foliculos dominantes e subordinados in vivo, 10 fémeas
bovinas foram sincronizadas através de duas aplicacbes de prostaglandina com
intervalo de 11 dias. Apés deteccédo de estro, as vacas foram submetidas a dinamica
folicular através de exames ultrassonogréficos diarios por via transretal. Para
caracterizacdo da imunomarcacao da leptina, foram coletados os ovarios de vacas e
dissecados os dois maiores foliculos no inicio da onda folicular referente ao dia “4”.
O dia da emergéncia da onda de desenvolvimento folicular foi designado como dia
“0”, conforme estabelecido por EVANS E FORTUNE (1997). Os ovérios de sete
fémeas bovinas foram coletados via colpotomia e acondicionados em solucdo de
formol a 10%. As amostras foram encaminhadas para o laboratério de histologia da
UFPel e submetidas ao processamento histoldgico classico.

A técnica de imunoistoquimica (IHQ) foi realizada em laminas impregnadas
com organosilano a 3% (Sigma®, St. Louis, MO, USA). Para a realizacéo da técnica
utilizou-se o anticorpo primario anti-leptina Ob (A-20, Santa Cruz Biotechnology, sc-
842 - rabbit) na diluicdo de 1:1000. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado
com H202 a 3% e a recuperacdo antigénica em calor Uumido sob pressdo. O
bloqueio da marcacéo inespecifica foi realizado com albumina sérica bovina (BSA) a
3%. ApoOs a adicdo dos anticorpos primarios, as laminas foram incubadas overnight
em camara Umida a 4°C. Logo apo0s, as laminas para analise do Ob foram instiladas
com o sistema streptavidina-biotina-peroxidase (kit LSAB - Dako KO690 Corporation,
CA, USA). A reacdo foi revelada por meio da adicdo de solucdo de
diaminobenzidina-peroxidase (DAB-peroxidase, Corporation CA, USA). Os cortes
foram contracorados com Hematoxilina de Mayer (Merck®, Darmstadt, Germany) e
apos as laminulas foram fixadas com resina sintética (Sigma Chemical Company®,
St. Louis, MO, USA).

As laminas submetidas a IHQ foram analisadas em microscépio de campo
claro (Olympus DP72) e a imunomarcacgéo de Leptina nos tecidos foi classificada
conforme o escore de imunoreatividade: (-) ausente; (+) discreta (menos de 30% das
células); (++) moderada (30 a 70% das células); (+++) intensa (mais de 70% das
células). Imagens representativas dos resultados foram digitalizadas por meio de
camera digital (Olympus BX 51, Tokyo, Japan) acoplada ao microscopio 6ptico, com
aumento de 40 X.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a andlise de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) foi
possivel observar que a leptina € expressa no ovario de fémeas bovinas, nos
odcitos, células do cumulus, granulosa e teca, confirmando sua sintese local no
foliculo (SARKAR et al., 2010). Ja o receptor da leptina esta presente apenas no
olcito e células da teca (Figura 1). Estes resultados demonstram que a leptina é
secretada em todos os tipos celulares do foliculo, porém sugerem um efeito apenas
sobre as células da teca e odcito. Estudos anteriores indicaram a expressao de
receptores de leptina nas células da teca e granulosa de ovarios bovinos, sendo 0s
mesmos funcionais, uma vez que a adicdo da leptina em cultivo in vitro foi capaz de
inibir a esteroidogénese nos dois tipos celulares (revisado por SPICER, 2001). O
fato de ndo termos observado expressédo do receptor nas células da teca pode ser
devido a diferengas nas fases e na viabilidade dos foliculos utilizados no estudo.
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Figura 1: Gel de agarose demonstrando a presenca de bandas do gene leptina em
oocitos (OOC), células do cumulus (CUM), células da granulosa (GRAN) e células
da teca (TECA) e do gene do receptor da leptina (LEPR) em odcitos e células da
teca. CN= controle negativo.

De acordo com as analises realizadas (Figura 2) foi possivel observar
imunomarcacao para leptina nas células da granulosa dos foliculos, principalmente
dos subordinados. As células da camada da granulosa dos foliculos dominantes (F1)
apresentaram discreta (Figuras 1A e 1E) ou nenhuma imunomarcagéo (Figura 1C)
para a leptina, enquanto que as mesmas células dos foliculos subordinados (F2)
apresentaram intensa imunomarcacao (Figuras 1B, 1D e 1F) em todos os foliculos
das fémeas em estudo.

ovarianos de fémeas bovinas. Letras mailsculas sdo referentes aos cortes
histol6gicos incubados com anticorpo. Letras mindsculas indicam os cortes
histoldgicos dos controles negativos. As setas indicam as células da granulosa.

A intensa imunomarcacao observada nos foliculos subordinados, ou seja,
naqueles que estavam em atresia, sugere que a leptina pode estar associada com a
inibicdo do crescimento folicular. Niveis elevados de leptina no fluido de foliculos
atrésicos foram demonstrados por DAYI et al. (2005). E possivel inferir que a leptina
agindo localmente, esteja regulando a esteroidogénese, inibindo o crescimento
folicular, uma vez que os foliculos utilizados no presente estudo que apresentaram
intensa marcacao sao foliculos com células da granulosa apoptoéticas. Em suporte a
esta hipétese SARKAR et al. (2010) também observaram uma diminuicdo na
expressao de leptina em foliculos com altos niveis de estradiol intrafolicular, ou seja,
foliculos saudaveis. Recentemente, nosso grupo observou que a rota de sinalizagédo
STAT3, ativada pela leptina, s6 encontra-se ativa (fosforilada) em foliculos em
avancgada atresia (dados submetidos para publicacdo), ou seja, na mesma fase dos
foliculos subordinados utilizados neste estudo. E possivel que a leptina, ativando a
via STAT3, esteja envolvida no mecanismo de morte celular, uma vez que a ativacao



da STAT3 é essencial durante a involugdo da glandula mamaria, a qual envolve
morte celular por apoptose (CHAPMAN et al., 1999).

Apesar das associacdes consistentes jA demonstradas, a real funcdo da
leptina localmente no foliculo, ainda € desconhecida. Estudos estdo sendo
realizados para avaliar a regulacdo da sintese da leptina, do seu receptor e das
rotas de sinalizacdo ativadas pelos mesmos durante o desenvolvimento folicular in
vivo. Desta forma, pretende-se confirmar a expressdo nos diferentes momentos,
antes, durante e ap0s a divergéncia folicular e, através do modelo de injecao
intrafolicular, investigar os efeitos da leptina sobre as células foliculares in vivo.

4. CONCLUSOES

A leptina e seu receptor sdo expressos nos tecidos ovarianos de bovinos
confirmando a acéo local da proteina e seu envolvimento no crescimento folicular.
Ainda, a leptina possui uma maior imunomarcagdo no dia “4” da onda folicular,
quando as células da granulosa do foliculo subordinado entram em apoptose.
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