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RESUMO

MARQUES, Durval Santos, Programacao metabolica do testiculo em ratos injetados
com leptina nos primeiros dias de vida. 2012. 93f. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiopatologia e Ciéncias Cirdrgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

A leptina tem importante papel na regulagdo do sistema reprodutivo além de
seu papel principal na regulacdo do peso corporal e ingestdo alimentar. O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito da administracdo de leptina durante o periodo
neonatal na funcéo testicular da prole adulta. Vinte e quatro filhotes de 12 méaes
foram divididos em 2 grupos: Grupo leptina: injetados com 50 pL de leptina
(80ng/gMC, subcutanea) nos primeiros 10 dias de vida e Grupo Controle: injetados
com o mesmo volume de solucéo salina. Os animais foram sacrificados aos 90 dias
de vida. Parametros analisados: consumo alimentar, massa corporal, crescimento
linear, inicio da puberdade, perfil lipidico, niveis séricos de estradiol e testosterona,
expressdo génica e expressdo proteica de ObRa, ObRb, aromatase, AR, ER,
morfometria testicular, nmero, morfologia e viabilidade de espermatozoides. Dados
expressos como meédia = erro padrdo. SignificAncia estatistica determinada pelo
teste t de Student. A Injecao de leptina levou a uma redugao (p<0,008) no consumo
alimentar do dia 26 ao 40 e do dia 70 em diante, a massa corporal (p<0,03) e 0
crescimento linear (p<0,05) foram reduzidos do dia 26 até o dia 45. A massa da
hipdfise (p<0,0006), hipotalamo (p<0,01), prostata (p<0,003), testiculo (p<0,008),
epididimo (p<0,004) e bexiga (p<0,009) foram significativamente reduzidas. Houve
adiantamento do inicio da puberdade (C=45,0 + 0,3; L=41,6 £ 0,3; dias, P<0,0001).
No perfil lipidico, houve aumento nos niveis séricos de TG (C=116,5 + 15,9; L=172,6
+ 19,7; mg/dL, P<0,05) e reducdo nos niveis de HDL (C=33 £+ 1,5; L = 24 + 3,5;
mg/dL, P<0,02). Niveis séricos de testosterona foram reduzidos pela leptina (C=5,2 +
1,0; L=1,1 = 0,3; mg/mL, P<0,003). Todos os genes avaliados por PCR em tempo
real mostraram aumento na sua expressao: Obra (C=0,32 = 0,04; L=0,69 + 0,16;
P<0,04), OBRb (C=0,37 + 0,06; L=0,71 £ 0,16; P<0,03), AR (C=0,28 + 0,02; L=0,71
0,16; P<0,02), Aromatase (C=0,31 + 0,04; L=0,53 £ 0,09; P<0,04), ER-a (C=0,79
0,03; L=0,93 * 0,03; P<0,01), ER-B (C=0,29 = 0,03; L=0,73 + 0,16; P< 0,02).
expressao proteica de OBR (C=4,4 + 0,29; L=6,6 + 0,84; P<0,05), ER-a (C=0,4
0,02; L=0,6 + 0,05; P<0,03) e aromatase (C=0,4 + 0,03; L=0,5 + 0,02; P<0,04)
aumentaram, enquanto que a expressao proteica de AR (C=0,16 + 0,01; L=0,09 +
0,01; P<0,009) foi reduzida. Analise morfométrica mostrou que a leptina aumentou a
area total do tabulo seminifero (C=64,6 = 3,1; L=73,9 + 1,7;um?, P<0,01), aumentou
a area luminal (C=40,6 + 2,3; L= 48,7 + 0,9; ym? P< 0,004) e altura do epitélio
(C=21,5 £ 1,2; L=24,6 = 1,1; ym, P<0,03), reduzindo comprimento do tubulo
seminifero (C=2200 + 350; L= 1100 £ 110;cm, P<0,006). O grupo tratado apresentou
aumento no numero total de espermatozoides (C=20x10’ + 2x10’; L=30x10’
5x10”;Cls/mL, P<0,009) e no nimero de anormalidades (C=40,6 + 1,9; L=458 + 1,2,
P<0,049). Concluimos que a leptina tem papel importante na morfologia e funcao
testicular e parece ter efeito direto neste tecido uma vez que a expressao génica e
proteica foram alterados pela administragéo da leptina.

H >+ H+

Palavras-Chave: Leptina. Testiculo. Espermatozoide. Programacao metabdlica.



ABSTRACT

Leptin has an important role in regulating the reproductive system besides its
main role in the regulation of body weight and food intake. The aim of this study was
to evaluate the effect of leptin administration during the neonatal period in the testis
function of the adult offspring. Twenty-four pups from 12 dams were separated into 2
groups: Leptin group: injected with 50uL of leptin (80ng/gBW, subcutaneous); control
group: injected with the same volume of saline solution for the first 10 days of life. All
animals were killed at 90 days of life. Parameters analyzed: Body weight, linear
growth and food consumption; onset of puberty, lipid profile, testosterone and
estradiol serum levels, gene (Real time PCR) and protein expression (Western blot)
of OBRa, OBRb, aromatase, AR, ER, testicular morphometry, spermatozoa number,
morphology and viability. Data were expressed as mean * standard error. Statistical
significance was determined by student’s t-test. Leptin injection led to a reduction in
food consumption (p<0.008) from day 26 to 40 and from day 70 onward while body
weight (p<0.03) and linear growth (p<0.05) were reduced from 26 to 45 days of life.
Pituitary (p<0.0006), hypothalamus (p<0.01), prostate(p<0.003), testis (p<0.008),
epididymis(p<0.004) and bladder (p<0.009) weights were significantly reduced by
leptin injection. Leptin injection also advanced the onset of puberty (C=45.0 + 0.3,
L=41.6 = 0.3; days, P<0.0001). In relation to lipid profile, leptin administration led to
an increase in TG (C=116.5 £ 15.9; L=172.6 £ 19.7; ng/dL, P<0.05) and a reduction
in HDL (C=33 = 1.5; L=24 + 3.5; ng/dL, P<0.02) serum levels. Testosterone serum
levels (C=5.2 £ 1.0; L=1.1 £ 0.28; ng/mL, P<0.003) were also reduced by leptin. All
gene evaluated by real time PCR showed an increase in its expression: OBRa
(C=0.32 + 0.04; L=0.69 = 0.16; P<0.04), OBRb (C=0.37 + 0.06; L=0.70 + 0.16;
P<0.03), AR (C=0.28 £ 0.02; L=0.71 £ 0.16; P<0.02), Aromatase (C=0.31 t+ 0.04;
L=0.53 £ 0.09; P<0.04), ER-a (C=0.79 + 0.03; L=0.92 £ 0.03; P<0.01), ER-B (C=0.29
+ 0.03; L=0.7286 = 0.16; P<0.02). On the other hand, the protein expression of OBR
(C=4.4 + 0.29; L=6.6 + 0.84; P<0.05), ER-a (C=0.4 *+ 0.02; L=0.44 + 0.02; P=<0.03)
and aromatase (C=0.4 £ 0.03; L=0.5 + 0.01;AU, P<0.04) were increased while AR
(C=0.16 £ 0.01; L=0.09 + 0.01; P<0.009) was reduced by leptin administration. The
morphometric analysis showed that leptin led to an increase in the total area (C=64.6
+3.1; L=56.1 £ 2.1; ym? P<0.01) and luminal areas (C=40.6 + 2.3; L=48.7 £ 0.9; ym2
P<0.004) and in the epithelial height (C=21.5 + 1.2; L=24.6 + 1.1; ym P<0.03), while
the length of seminiferous tubule was reduced (C=2200 + 350; L= 1100 + 110; cm
P<0.006). Leptin administration led to an increase in the total number of spermatozoa
(C=20x10" + 2x10"; L=30x10’ + 5x10"; P<0.009) and in the number of abnormalities
(C=40.6 £ 1.9; L=45.8 £ 1.2; P<0.049). We can conclude that leptin has an important
role in the morphology and testis function. The leptin effect seems to be direct in this
tissue since the gene and protein expression of OBR, AR, ER and aromatase and
spermatozoa number were changed by leptin administration.

Keywords: Leptin. Testis. Spermatozoa. Programming metabolic.
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INTRODUCAO

Aspectos gerais da anatomia, histologia e fisiologia do Sistema Reprodutor
Masculino Humano:

Os testiculos se desenvolvem dentro da cavidade abdominal e descem para a
bolsa escrotal logo ap6s o nascimento, onde a temperatura € mantida alguns graus
abaixo da temperatura corporea [1]. O testiculo € um 6rgao par que sob controle do
eixo hipotalamo-hipofise desempenha basicamente duas funcgdes: producdo de
espermatozoides e sintese de esteroides [2-4]. Cada testiculo apresenta dois polos
(superior e inferior), duas margens (lateral e medial) e duas faces, uma anterior e
uma posterior, coberta pelo epididimo. O testiculo é composto de humerosos tabulos
seminiferos (células de Sertoli e germinativas) e espaco intersticial (células de
Leydig). Revestindo cada testiculo, hd uma capsula de tecido conjuntivo - a tinica
albuginea. Externamente a albuginea, nas regides laterais e anteriores, se localiza a
tunica vaginal [5]. A tdnica albuginea projeta-se para o interior formando o
mediastino do testiculo e dele partem septos fibrosos, dividindo o érgdo em 200 a
300 I6bulos piramidais. Cada I6bulo possui tecido conjuntivo frouxo, vasos
sanguineos e linfaticos, nervos, células intersticiais e de um a quatro tubulos
seminiferos, onde sé@o produzidos os espermatozoides [1,6].

O epididimo é um ducto altamente enovelado que liga o ducto eferente ao
deferente e € o sitio onde 0 espermatozoide ganha motilidade e torna-se fértil [7].
Localiza-se na face pOstero-lateral do testiculo homolateral. Cada um deles
apresenta uma porc¢ao superior dilatada (cabeca), uma porcao central (corpo) e uma
extremidade inferior afilada (cauda) [8-10]. E formado por epitélio colunar pseudo-
estratificado com estereocilios. As células epiteliais se apoiam na lamina basal
cercada por células musculares [1]. Cada segmento apresenta 5 tipos celulares
epiteliais (células principal, estreita, apical, clara e basal) distintos com cada um
diferindo em estrutura e fungdo nos diversos segmentos, resultando num padréo
complexo de expresséo génica e regulacdo ao longo do comprimento do 6rgéo [11-
13].

Testiculos, epididimos e elementos do funiculo espermatico sdo cobertos e
protegidos pela bolsa escrotal, constituida de fascias e de musculos, na regiao
genital, e é dividida por uma rafe mediana em dois compartimentos independentes
[14,15].
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Os ductos deferentes ascendem medialmente aos epididimos, até cruzarem a
face medial dos ureteres, atingindo a face posterior da bexiga, e continuarem em
direcdo inferior sobre a face medial das vesiculas seminais para entrarem na
préstata, onde ficam dilatados e tortuosos, sendo denominados de ampolas do
deferente [14,15]. E caracterizado por um limen estreito e uma camada espessa de
musculo liso. Sua mucosa forma dobras longitudinais e € coberta por epitélio
pseudo-estratificado com estereocilios [1].

Vesiculas seminais tém formato alongado, piriforme, com uma extremidade
superior alargada e uma extremidade inferior ou colo que se une aos ductos
deferentes. Apresentam varias cavidades em seu interior e grande parte de sua
parede (80%) é formada por musculatura lisa. Anteriormente, relacionam-se a
porcdo da bexiga correspondente ao trigono vesical, e posteriormente Ssao
separadas do reto pelo septo retoprostatico. Lateralmente, relacionam-se ao plexo
venoso periprostatico [14-17]. Apresenta epitélio pseudo-estratificado prismético ou
epitélio cuboide [1]. Sua secrecdo corresponde a aproximadamente 60% do volume
do sémem ¢é alcalina e contém frutose, prostaglandina e proteinas de coagulacao
(vitamina C), que s&o substancias necessarias para nutricdo e motilidade do
espermatozoide. A natureza alcalina deste liquido é necessaria para neutralizar o
ambiente acido da uretra e o trato genital feminino [14].

Ductos ejaculatorios desembocam na uretra prostatica, em pequenos 0stios
situados na parte anterior do coliculo seminal (verumontano), um em cada lado do
Ostio do utriculo prostético [14,16].

A préstata humana tem a fungéo de produzir e armazenar um fluido incolor e
ligeiramente alcalino (pH 7,29) que constitui 10-30% do volume do fluido seminal,
gue juntamente com 0s espermatozoides constituem o sémen. Nas secrecfes
prostaticas humanas o conteddo proteico € menor que 1% e incluem enzimas
proteoliticas, antigeno prostatico especifico (PSA), substancias que neutralizam
bactérias, acido citrico, célcio, fosfatase acida, frutose, zinco e prostaglandinas [14].
E um 6rgdo constituido de componentes glandulares e ndo glandulares, o
componente glandular € composto por um conjunto de 30-50 estruturas epiteliais
tubulos-alveolares, envolvidas por um estroma muscular contratil ndo glandular. O
estroma produz fatores de crescimento importantes para o desenvolvimento da

préstata normal [18,19].
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Anatomicamente a prostata apresenta uma base, apice, face anterior e duas
faces infero-laterais. Na parte superior, sua base é continua com o colo vesical; na
inferior, o0 apice da proéstata repousa sobre a fascia superior do diafragma urogenital;
e na anterior, sua superficie relaciona-se com a sinfise pubica, separada dela pela
gordura extraperitoneal no espago retropubico. Posteriormente, relaciona-se
intimamente com a superficie anterior do reto, separada dele pelo septo
retoprostatico. Segundo McNeal a prostata apresenta trés zonas distintas: A zona
periférica que representa 70% do volume prostatico no adulto jovem € representada
por uma fileira dupla de ductos que se originam no recesso péstero-lateral da parede
da uretra, irradiando-se lateralmente, sdo laterais e posteriores e ndo mantém
relacdo anatdmica com o coliculo seminal, a zona central que representa 25%, e a
zona de transicdo que representa 5%. Essas zonas anatbmicas possuem sistemas
ductais distintos [14].

A principal caracteristica anatbmica da uretra, situada cranialmente a base do
coliculo seminal, é a presenca de esfincter muscular cilindrico que circunda a
submucosa da uretra até a regido do colo vesical [14-16].

O pénis é formado anatomicamente por dois corpos cavernosos situados
dorsalmente e um corpo esponjoso (corpo cavernoso da uretra), ventralmente. Este
altimo envolve a uretra e expande-se formando a glande. A maior parte da uretra
peniana é revestida por epitélio pseudo-estratificado colunar, gue na glande passa a
ser estratificado pavimentoso e possui glandulas de Littré (secretoras de muco). O
prepucio € uma dobra retratil de pele que contém tecido conjuntivo com musculo liso
[1,14,15].

A raiz do pénis é formada por uma extremidade central dilatada, bulbo (do
corpo esponjoso), e duas porcoes laterais, ramos ou pilares do pénis (dos corpos
cavernosos). O bulbo do pénis localiza-se no intervalo entre os dois ramos e fixa-se
na face inferior do diafragma urogenital. Continua anteriormente pelo corpo
esponjoso e é envolvido pelos masculos bulbo-esponjosos. Os ramos do pénis sdo
formacdes alongadas, intimamente aderidas a porcao inferior do isquio e do pubis, e
revestidos pelos musculos isquiocavernosos. Abaixo da pele, observa-se a tela
subcuténea, chamada de fascia superficial do pénis. Inferior a ela encontra-se uma
continuacao da fascia perineal profunda, fascia profunda do pénis ou fascia de Buck,

gue é forte e membranacea e envolve 0s corpos cavernosos € 0 Corpo esponjoso do
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pénis. Abaixo da fascia profunda encontra-se um envoltério fibroso denso, a tinica
albuginea do pénis [14,15,20,21].

A erecdo do pénis € um processo hemodinamico controlado por impulsos
nervosos sobre o musculo liso das artérias do pénis e sobre o musculo liso das
trabéculas que cercam os espac¢os vasculares dos corpos cavernosos. No estado
flacido, o fluxo de sangue é pequeno, mantido pelo ténus intrinseco da musculatura
lisa e por impulsos continuos de inervacdo simpatica. A erecdo acontece quando
impulsos vasodilatadores do parassimpatico causam o relaxamento dos vasos e
musculo liso dos corpos cavernosos, que sao preenchidos por sangue, de maneira
menos rigida na glande e no corpo esponjoso, de forma que este ndo obstrua a
uretra [14].

Glandula de Cowper ou glandula bulbouretal é um 6rgédo par que se situa na
porcdo membranosa da uretra. S&o tubulos-alveolares, revestidas por epitélio
simples cubico secretor de muco (lubrificante). Células musculares esqueléticas e
lisas estdo presentes nos septos que dividem a glandula em lobulos [1]. Esta
glandula contribui para a lubrificacdo uretral. Também tem sido demonstrado que

sua secrecao tem um papel na coagulacdo do sémen [22].
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Funcao testicular

O testiculo € um o6rgdo com fungBes exocrina e enddcrina que pode ser
dividido em dois compartimentos principais: o0 compartimento intertubular ou
intersticial, e o compartimento de tubulos seminiferos. Os componentes do
compartimento intertubular sdo as células de Leydig (cuja principal funcdo é a
secrecdo de andrdégenos), vasos sanguineos e linfaticos, nervos e uma populacao
celular variavel constituida principalmente de fibroblastos, macréfagos e mastocitos
[21,23]. O compartimento dos tubulos seminiferos € constituido pela tunica proépria,
onde se encontram as células peritubulares midides, lamina basal, epitélio
seminifero e lume [24].

Particularmente, o epitélio seminifero representado na figura 1 é formado pela
associacdo do componente somético, a célula de Sertoli, com o componente
germinativo, as células espermatogénicas, que se encontram em diferentes fases de

desenvolvimento. A principal funcdo deste epitélio é a formacdo do gameta

masculino, o espermatozoide [24].

Pontes citoplasmaticas

Esperm'ogénese avangada Espermatides iniciais

\\r -
Espermiogénese inicial ol é@/ i OIS
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Meiose ———-———m : £

Espermatécitos secundérios

Lamina basal

N

Fibroblasto -3

Células intersticiais

Figura 1 - llustracdo de um corte de tubulo seminifero. Células da linhagem espermatogénica,
células de Sertoli, camada de células midides, conjuntivo, vasos sanguineos e células
intersticiais. Imagem Junqueira e Carneiro: Histologia basica, Rio de Janeiro 2004 [1].
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No entanto, para que ocorra a formagéo deste gameta h& a necessidade de
uma orquestrada interacdo entre os diferentes componentes do testiculo,
principalmente entre as células germinativas e os componentes somaticos tais como
as ceélulas de Sertoli, células midides e células de Leydig [25,26].

Existe grande varia¢cdo no numero e nas dimensodes (didmetro e comprimento)
dos tubulos seminiferos nas diferentes espécies de mamiferos [26]. No rato, existem
aproximadamente 30 tubulos seminiferos por testiculo, perfazendo cerca de 2
metros de comprimento tubular por testiculo [27]. De maneira geral, o valor
observado para o diametro tubular na grande maioria das espécies de mamiferos

esta em torno de 180um a 300um [28].

1.2 Regulacdo hormonal do testiculo

O testiculo é regulado pelo eixo hipotalamo-hipdfise. O hipotdlamo secreta o
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) que, através do sistema vascular
porta, alcanca a hipdfise estimulando a producdo e secrecdo das gonadotrofinas
(horménio luteinizante LH e foliculo estimulante FSH). O LH e o FSH se ligam a
receptores transmembranares na membrana plasmatica de diferentes tipos de
células testiculares. As funcdes do hipotdlamo e da hipofise sdo reguladas via
mecanismo de feedback, onde a testosterona (produzida pelas células de Leydig em
resposta ao LH) inibe GnRH, e assim a secrecdo de LH e FSH, e a inibina
(produzida pelas células de Sertoli em resposta ao FSH) inibe mais especificamente
a secrecédo de FSH [29].

A secrecdo do GnRH ocorre em intervalos periédicos resultando por sua vez,
em liberacdo episddica das gonadotrofinas. A natureza pulsatil do sinal é importante
para manter a atividade secretoria do LH e do FSH, ja que a infusdo continua do
GnRH diminui a secrecdo desses hormdnios por gerar desensitizacdo nas células
gonadotroficas [30].

O FSH e LH séo secretados pelos gonadotrofos hipofisarios. Ambos séo
glicoproteinas compostas de duas cadeias polipeptidicas designadas a e .
Compartilham a mesma subunidade a com a tireotrofina (TSH — hormdnio
estimulante da tireoide) e com a gonadotrofina coribnica (HCG — gonadotrofina

coribnica humana), sendo que as diferentes caracteristicas funcionais desses
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horménios sdo determinadas pelas subunidades B. E necessaria a presenca de
ambas as subunidades para que haja uma completa atividade biolégica [31].

Embora a maior parte das células gonadotréficas na hipofise sintetize tanto
FSH como LH, sinais externos tais como frequéncia do pulso do GnRH, proveniente
do hipotdlamo (pulso de alta frequéncia favorece a sintese de LH) e a modulacao
através do mecanismo de retroalimentacédo feedback com os esterdides sexuais e
0s peptideos gonadais parecem ser importantes para diferenciar a regulacédo desses

horménios [21].

1.2.1 Androgénio e seu receptor

Durante o desenvolvimento neonatal, os andrégenos produzidos nos
testiculos fetais sdo os hormdnios mais importantes no controle da masculinizacédo
do trato reprodutivo e da genitalia. A acdo de andrégenos € mediada por seus
receptores (AR), 0s quais pertencem a superfamilia de receptores de esterdides,
cujos membros agem primariamente como fatores de transcricdo que regulam a
expressdo de genes-alvo [33,34]. Na idade adulta, a acdo de andrégenos nos
tubulos seminiferos € essencial para o estabelecimento da fertilidade com

espermatogénese normal [35-37].

1.2.2 Estrogénios e seus receptores

Os estrogénios estdo envolvidos no desenvolvimento testicular embrionario,
crescimento e atividade da préstata no adulto, e regulacdo da secrecdo de
gonadotrofinas e hormonio liberador de gonadotrofinas. Os receptores estrogénicos
(ER) que sdo expressos em 2 isoformas, ER-a e ER-B, estdo presentes nos
testiculos, ductos eferentes, epididimo e prostata de muitas espécies [38], no
entanto, o ER-a é descrito como ausente no parénquima testicular de algumas
espécies, incluindo o homem [39]. O ER-a é abundante no epitélio dos ductos
eferentes e sua funcdo primaria é regular a expressdo de proteinas envolvidas na
reabsorcéo de fluidos e transporte de ions. Além disso, ele também é responsavel

por manter a morfologia epitelial diferenciada dos ductos eferentes [38]. O ER-( foi
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originalmente descoberto na préstata de ratos [40], mas atualmente foi descrito no
tecido epitelial e estroma do testiculo e epitélio do epididimo [38]. A expressdo do
ER-B no parénquima testicular humano ocorre praticamente em todos os tipos
celulares do intersticio e tubulo seminifero, com excecdo das espermatides
alongadas [39,41-44]. Ainda ndo estd bem esclarecida a funcdo deste receptor no
sistema reprodutor masculino, pois camundongos knockout para o ER- séo férteis e
parecem ter testiculo e epididimo normais [45].

Enquanto o papel exercido pelas gonadotrofinas e pela testosterona no
controle da espermatogénese encontra-se bem definido, o conhecimento atual é
muito mais limitado quanto ao papel dos estrogénios e de fatores celulares

intrinsecos.

1.2.3 Aromatase

A enzima aromatase (citocromo P450 - pertencente ao complexo enzimatico
microssomal chamado aromatase) transforma irreversivelmente andrégenos em
estrogenos e esta presente no reticulo endoplasmaético liso de quase todos os tipos
de células nos testiculos dos mamiferos. Em roedores, todas as células dos
testiculos exceto células miodides, expressam a enzima aromatase. A biossintese
local dos estrogénios ocorre via aromatizacdo dos androgénios através desta
enzima e pode agir como um importante regulador do balanco entre as
concentracbes de androgénios e estrogénios, tanto a nivel tecidual quanto
plasmatico [46,47].

Carreau e colaboradores descreveram a presenca do RNAmM e da enzima
aromatase em células de Leydig, peritubular, células de Sertoli, espermatogbnias,

espermatocitos, espermatides e no préprio espermatozoide maduro. [48].

1.3 Leptina e seus receptores

A Leptina, descoberta por clonagem posicional do gene da obesidade (ob)

[49], € um horménio sintetizado principalmente nos adipécitos que atua como

importante regulador da ingestdo alimentar e homeostase energética [50].
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Atualmente, sabe-se que a leptina, além dessa funcdo, também exerce papel
fundamental na regulagdo do sistema reprodutor [51,52].

A leptina age nas células através de receptores pertencentes a classe | da
citocina. Existem, pelo menos, seis isoformas de receptores de leptina classificadas
em trés categorias: longa (Ob-Rb), curta (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Rf) e soluvel
(Ob-Re) [53,54]. Todas essas isoformas tém em comum um dominio extracelular de
mais de 800 aminoacidos e um dominio transmembranar com 34 aminoéacidos. O
dominio intracelular é variavel, caracteristico a cada uma das isoformas, porém
apenas a isoforma longa, por possuir o dominio intracelular completo, revela
adequacao para ativar todas as vias de sinalizacdo intracelular do horménio [51],
figura 2.

OBR-b OBR-a OBR-c OBR-d OBR-e OBR-f

Figura 2 - Isoformas dos receptores de Leptina, CR= Dominio comum dos
receptores de Citocinas, F- lll = Dominio comum da Fibronectina tipo Ill, Box 1,
2, 3. = Dominio Intracelular. Adaptado de K. Hegyi et al. / Cell Biology
International 28 (2004) 159-169 [51].

Enquanto a isoforma longa (Ob-Rb) é expressa em grande quantidade no
hipotalamo, os tecidos periféricos, incluindo os tecidos do sistema urogenital de
machos e fémeas expressam além da isoforma longa (Ob-Rb), as isoformas curtas

(Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rf) que sugere efeito direto da leptina sobre estes orgaos. A
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isoforma solluvel (Ob-Re) parece ser responsavel pelo transporte plasmatico do
hormonio [51,55].

Alguns estudos sugerem que a deficiéncia ou a resisténcia a leptina podem
resultar no desenvolvimento de doencas cronicas, tais como; obesidade, diabetes e

infertilidade em humanos [51,56].

1.3.1 Leptina e funcao hipotalamica

O hipotadlamo parece mediar os efeitos da leptina circulante sobre o massa e
a ingestao alimentar. Mais especificamente, as regides ventro-basais do hipotdlamo
(nucleos arqueado, ventro-medial e dorso-medial) contém as maiores concentracées
do receptor Ob-Rb em todo o cérebro [57]. Além do mais, a expressao da proteina c-
Fos (marcador da atividade neuronal), encontra-se aumentada nestas mesmas
regides apos administracdo da leptina [58]. As regides hipotalamicas com maior
concentracdo de receptores de leptina estabelecem comunicagao entre si e enviam
sinais para o sistema nervoso autbnomo e regides corticais, fornecendo o substrato
anatdmico (comunicacdo convergente e divergente na sinapse) onde se dao as
alteracbes comportamentais e metabolicas causadas pela leptina [59].

Inicialmente, os efeitos da leptina pareciam ser apenas a nivel central, no
entanto, devido a distribuicdo quase onipresente de receptores, a leptina influencia
uma gama diversificada de funcdes fisioldgicas, tanto no sistema nervoso central

quanto em nivel de tecidos periféricos [60-66].

1.3.2 Leptina e sistema reprodutor

Concentragfes de leptina circulante tém sido relacionadas ao IMC (indice de
massa corporal) e a quantidade total de gordura corporal [66,68]. Embora, a leptina
seja, principalmente, produzida e secretada para a corrente sanguinea pelos
adipécitos brancos, esta ndo é a Unica fonte potencial do horménio. Tecidos como
ovarios e testiculos dentre outros se mostraram capazes de produzir pequenas
quantidades de leptina [55,69-74].
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A leptina tem um papel fundamental como sinalizador metabdlico para o
sistema reprodutivo, informando que as reservas caldricas e de gordura estao
disponiveis para a demanda exigida na reproducdo [75-77]. Alguns trabalhos tém
relatado a presenca dos receptores de leptina nos 6rgaos do sistema reprodutor tais
como: Utero [78], ovario [78], prostata [79,80], testiculo [81], e epididimo [82]. As
primeiras indicacOes de que a leptina teria um papel no sistema reprodutor foi a
constatacdo de que ratos do género ob/ob (resistentes a leptina) eram inférteis [83],
e que a fertilidade desses animais podia ser recuperada pelo tratamento com leptina
[84]. Embora muitos trabalhos mostrem que a leptina desempenha um papel
importante na reproducao de roedores e humanos [85], os mecanismos pelos quais
a leptina regula a funcdo reprodutiva ainda nao foram esclarecidos [86-87].

A avaliacdo dos niveis de leptina em meninos saudaveis ao longo do
desenvolvimento puberal revelou que, ao contrario das meninas, as concentracdes
de leptina aumentaram entre cinco e dez anos de idade, mas sempre seguido de um
declinio [88].

Evidéncias indicam que o hipotdlamo € o alvo primario para a maioria das
acOes deste hormdnio sobre o eixo reprodutivo. Porém, baseado na caracterizacédo
da distribuicdo dos receptores e nos efeitos da leptina em sistema in vivo, locais
adicionais para a acédo do receptor deste hormonio tém sido sugeridos, incluindo a
hipdfise, os testiculos e os ovarios [89].

Caprio e colaboradores [90] investigaram o desenvolvimento da expressao do
Ob-R nos testiculos de ratos desde o inicio da gestacdo até a idade adulta e
encontraram um padrao peculiar da expressdo do Ob-R nas células de Leydig. Nos
testiculos, o Ob-R imunorreativo esteve presente na vida embrionaria tardia, sendo
ausente na vida pré-puberal e aparecendo novamente na idade adulta. O padrdo de
desenvolvimento do Ob-R nos testiculos foi diferente do observado no hipotalamo,
onde este receptor esta presente durante todo o desenvolvimento.

Os esterdides sexuais modulam a expressdo e a secre¢do da leptina de
maneira oposta: o estrogeno estimula a liberacdo de leptina pelos adipocitos in vitro,
enquanto os andrégenos diminuem a expressao génica e a secrecdo da mesma.
Correlacdo negativa entre os niveis de testosterona e leptina tem sido descrita em
humanos, sendo atribuida ao efeito direto dos andrégenos na secrecdo de leptina

pelos adipécitos [85].
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A acdo da leptina sobre a testosterona ndo ocorre somente de forma
sistémica, sendo constatada interacdo entre estes dois hormdénios nos testiculos. A
avaliacdo do efeito testicular direto da leptina revela sua habilidade para inibir a
secrecdo de testosterona, resposta analoga a observada em termos de
esteroidogénese ovariana apés estimulacéo pela leptina in vitro [89]. Desta forma,
especula-se que exista um complexo modo de agdo da leptina em multiplos locais
do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal que envolve tanto a resposta estimulatoria
guanto a inibitoria [81].

Alguns estudos tem demonstrado que hd um aumento na expressdo de
RNAmM da enzima aromatase em pré-adipécitos especificos de homens, outros
estudos em cancer mostram ainda que a leptina estimula a producao de estrogénios
pelo aumento da aromatase em células epiteliais mamarias humanas e em células
da granulosa. Estes estudos demonstram uma importante ligacdo entre a exposicao
da leptina in vitro e in vivo e seus efeitos na regulacdo de estrogénios e na

expressao da enzima aromatase [91-94].

1.3.3 Leptina e puberdade

A puberdade é o processo de maturacdo sexual pelo qual a capacidade
reprodutiva € alcancada. As alteracGes na aparéncia fisica e comportamental que
caracterizam a puberdade sdo o resultado direto do aumento das concentragdes de
esteroides sexuais, testosterona nos meninos e estradiol nas meninas. A producao
desses horménios € impulsionada por aumento dos niveis de gonadotrofinas pela
hipoéfise, que por sua vez é regulada pela liberacdo de GnRH hipotalamico [95].

A puberdade assim como a reproducédo bem sucedida sdo dependentes e
relacionadas a capacidade do corpo em armazenar energia dos alimentos. Devido
ao nivel de leptina estar relacionado diretamente ao estado de armazenamento da
gordura corporal, acredita-se que a leptina poderia influenciar a fertilidade e os ciclos
reprodutivos, direta e indiretamente [96].

A leptina mesmo em baixas concentracbes estimula a liberagdo em nivel
hipofisario do hormdénio LH e FSH in vitro [97]. Niveis de leptina aumentados em
meninas e meninos antes do inicio da puberdade tém sido observados e

correlacionados com este periodo [88,98]. Ainda, niveis séricos elevados de leptina
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precedem o aumento de outros hormdnios reprodutivos relacionados a puberdade
como FSH, LH e estradiol [88,99-101].

1.3.4 Leptina e programacao metabdlica

O conceito de programacdo metabolica indica que alteragcdes hormonais e do
estado nutricional em importantes periodos durante o desenvolvimento (perinatal),
afetam o funcionamento de 6érgdos e sistemas de maneira permanente. Dessa
forma, programam estruturas e funcdes dos tecidos e sistemas no organismo [102-
107]. Alguns estudos sugerem que alteracbes nas concentracdes de leptina no
periodo perinatal poderiam causar programacao metabdlica [107,108].

Modelos experimentais tém sido usados para demonstrar programacao
metabolica em sistemas no organismo através de injecbes de leptina
(hiperleptinemia) nos primeiros dias de vida, como; programacdo da funcdo da
medula adrenal, alteracdes de parametros cardiovasculares [109], programacéo da
massa corporal, ingestdo alimentar, disfun¢cdes enddcrino-metabdlicas das proles
adultas [107,110,111], resisténcia a acao anorexigénica da leptina, menor expressao
de seu receptor hipotalamico [111], hipertireoidismo [112].
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2 JUSTIFICATIVA

Com base no pouco conhecimento descrito na literatura sobre o papel da
leptina no sistema urogenital, mais especificamente no testiculo, este projeto foi
elaborado a fim de avaliar diferentes parametros da fungéo testicular em animais

adultos que receberam inje¢cdes de leptina no periodo neonatal.
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3 OBJETIVOS
Objetivo geral:
Avaliar se a administracdo de leptina nos primeiros dias de vida influencia a

funcgéo testicular dos animais na idade adulta.

Objetivos especificos:

Avaliar se a administracdo de leptina nos primeiros dias de vida influencia:
1) O consumo alimentar, comprimento, massa corporal a massa da hipofise e
hipotalamo e massa dos Orgdos do sistema urogenital dos animais
adultos;

2) A data do inicio da puberdade;

3) A expressao génica e proteica dos receptores de leptina, androgénio,

estrogénio e da enzima aromatase no testiculo dos animais adultos;

4) O perfil lipidico e a concentracdo sérica de testosterona e estradiol dos

animais adultos;

5) A morfometria testicular dos animais adultos;

6) O numero, morfologia e a viabilidade dos espermatozoides dos animais

adultos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de Etica

Projeto aprovado pela Comiss&o de Etica Para o Cuidado e Uso de Animais
Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro sob o numero CEUA - 036/2010 (anexo 1).

4.2 Modelo experimental

O experimento foi desenvolvido no Departamento de Anatomia na Unidade de
pesquisa urogenital e Laboratério de Morfometria, Metabolismo e doencas
Cardiovasculares da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, seguindo-se os
principios descritos em Brazilian law for scientific use of animals, para os cuidados
No USO e manuseio com 0s animais [113].

Doze ratas Wistar, nuliparas, foram mantidas em biotério com temperatura
(25 + 19 e ciclo claro-escuro (07:00-19:00h) controlados. Aos trés meses de idade,
os animais foram acasalados na proporcdo de duas fémeas para um macho,
recebendo racdo comercial (23% de proteina) até o nascimento dos filhotes, quando
as maes foram divididos em dois grupos:

1- Controle (C): com livre acesso a agua e a dieta normal (racdo comercial
com 23% de proteina), cada filhote recebeu uma dose diaria de 50 pyL de solucéo
salina por inje¢éo subcutanea nos primeiros dez dias de vida;

2- Leptina (L): com livre acesso a agua e a dieta normal (ragdo comercial com
23% de proteina), cada filhote recebeu uma dose diaria de 50 uL de leptina (80 ng/g
de massa corporal) por injecdo subcutanea nos primeiros dez dias de vida [114].

No dia do nascimento (dia 0), a ninhada foi ajustada em seis filhotes por mae
até o final da lactagéo (21 dias de idade). A fim de evitar alteragcdes em decorréncia
da variabilidade materna, foram utilizados dois filhotes machos, oriundos de cada

mae, totalizando doze filhotes por grupo.
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Foi avaliado diariamente a massa corporal e comprimento (naso-anal). Ao
desmame (21 dias) todos os animais receberam racdo comercial até o sacrificio na
idade adulta (90 dias de idade). No transcorrer desse intervalo, consumo de racéao,
massa corporal e comprimento linear foram avaliados a cada cinco dias.

No momento do sacrificio, todos os animais foram anestesiados com
Tiopental® via intraperitoneal (30mg/kg massa corporal). O sangue foi retirado por
puncao cardiaca, processado e o soro armazenado a -20 °C para posterior dosagem
hormonal e do perfil lipidico.

O testiculo do lado direito foi excisados, pesado e estocado em freezer -80 °C
para posterior andlise por PCR (reacdo em cadeia de polimerase) em tempo real e
western blot. O testiculo do lado esquerdo foi fixado em formalina 10% para

quantificacdo morfométrica, os outros 6rgaos foram retirados e pesados.

4.3 Acompanhamento da puberdade

Os animais a partir do 30° dia de vida foram avaliados diariamente para

acompanhamento da separacdo do prepucio. A retracdo prepucial completa com a
exposicdo da glande é indicativa do inicio da puberdade [115], Figura 3.

Figura 3- Fotografia de rato controle, acompanhamento da separacdo do prepucio e exposicdo da glande,
indicando inicio da puberdade A. Separacdo prepucial incompleta, B. Separacdo Completa. (Captura da
imagem por camera Sony®, modelo: H5).
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4.4 Radioimunoensaio (RIE)

As concentracfes séricas de testosterona e estradiol foram determinadas no
soro através de teste especifico para o hormoénio (INC Pharmaceuticals, INC, CA,
U.S.A). O coeficiente de variacdo intra e inter-ensaio foi de 4,6 e 7,5% para
testosterona com sensibilidade do RIE em 0,05 ng/mL e de 2,4 e 6,9% para estradiol

com sensibilidade do RIE em 0,05 ng/ml.

4.5 Perfil lipidico

O perfil lipidico foi avaliado utilizando o kit Bioclin para triglicerideos (K055-2),
colesterol total (KO83-2) e colesterol HDL (KO71).

4.6 PCR em tempo real

Para analise de PCR em Tempo Real, o RNA foi isolado pelo método de
Trizol® conforme protocolo sugerido pelo fabricante (Invitrogen). A concentracdo e
pureza do RNA foram determinadas usando espectrofotbmetro Nanodrop-1000. O
RNA total (1pg) foi tratado com DNase (Invitrogen) antes de ser transcrito
reversamente com a enzima Superscript® RT (Invitrogen). O cDNA resultante foi
usado para amplificacdo por PCR em tempo real, utilizando termociclador Bio-Rad
C-1000, com primers especificos para cada gene e reagente SyBR Green
(Invitrogen). A quantidade relativa de RNAm foi calculada a partir do ponto, onde
cada curva emerge da linha de base (Ct), pelo método de delta-delta CT. As reacdes
foram feitas em triplicata e normalizadas pela expressdo dos genes constitutivos
TBP (Proteina de Ligacdo TATA-Box) e B-actina. As sequéncias dos primers

utilizados estdo descritas na tabela 1.
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Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados para as amplificacbes na
técnica de PCR em tempo real.

Gene Sequéncia

TBP GTTCTGGGAAAATGGTGTGC
CAGCCTTATGGGGAACTTCA

B actina CTGTCCCTGTATCGCTCTGGTC
TGAGGTAGTCCGTCCGGTCCC

Aromatase TGGAGTGTGCATCTGCCAT
TGCTGTGTGTCTTCAGGGAG

AR GGCAAAGGCACTGAAGAGAC
CCCAGAGCTACCTGCTTCAC

Ob-Ra TACCAACCTCCCAACAGTCC
AGCATATGCCCCAACTGAAC

Ob-Rb CTGAAGAAAATCACGGGGAA
TGAACAGACAGTGAGCTGGG

ER-B GAAGCTGAACCACCCAATGT
CAATCATGTGCACCAGTTCC

ER-a TCCGGCACATGAGTAACAAA
TGAAGACGATGAGCATCCAG

4.7 Western Blot

Quinhentos miligramas de tecido foram homogeneizados em 500 pL de
tampdo TEG (50mM TRIS pH 7,4, 1,5mM EDTA, 50mM NacCl, glicerol 10%)
acrescido de DTT (5mM) e leupeptina (10upg/ml), pH 7,4. O homogenato foi
centrifugado a 33000 RPM em ultracentrifuga (Marca: Hitachi, Modelo: Himac — CP
80WX) por 120 minutos e o sobrenadante separado e congelado. A dosagem de
proteina foi realizada pela técnica de Bradford [116]. Sessenta microgramas de
proteina foram aplicadas em gel de poliacrilamida. Apés eletroforese, as proteinas
foram transferidas para membrana de nitrocelulose em cuba semi-seca (Modelo: TE
70 — Fabricante: Amersham Biosciences), posteriormente incubadas com anticorpos
primérios especificos (ver tabela 2). Apds incubagdo overnight a membrana foi
incubada com anticorpo secundario correspondente por lhora (ver tabela 2). Apés

lavagens consecutivas, foi feita a deteccdo das bandas por quimioluminescéncia (Kit
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Amersham ECL Plus Western Blotting Detection System, GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK), A revelacéo foi feita em filme fotografico e a quantificacéo
realizada através de software Image J (Versao 1.45s) por densitometria de bandas e

normalizadas pela expresséo da proteina [3- actina.

Tabela 2: Tabela de anticorpos primarios e secundarios utilizados na técnica de
western blot.

Anticorpo Priméario Dilui¢cbes Fabricante
Beta actina (sc 81178) 1:200
ObR-R (sc 8391) 1:200
ER-a (sc 8002) 1:200 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA
ER-B (sc 53494) 1:200
AR (sc 816) 1:200
Aromatase (ab 69653) 1:500 Millipore Corporation, Billerica, MA, USA
Anticorpo Secundario Diluicbes Fabricante
Goat anti-mouse (sc 2005) -
Conjugated HRP. 1:1000
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
Rabbit anti-goat (sc 2768) - USA
Conjugated HRP. 1:2000

Goat anti-rabbit (12-348)

Conjugated HRP. 1:2000 Millipore Corporation, Billerica, MA, USA

4.8 Procedimentos histoldgicos

As amostras de testiculo foram lavadas em solugéo salina (0,9% NaCl) e
fixadas por imersdo em formalina 10% em tampéao fosfato salino (PBS) por um
periodo minimo de 24 horas.

O material foi submetido as técnicas histolégicas de rotina: desidratado em
alcool e clarificado em xilol para posterior inclusdo em parafina. Foram feitos cortes
histolégicos com 5 ym de espessura e posteriormente corados por HE (Hematoxilina

e Eosina).
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4.9 Morfometria do testiculo

4.9.1 Diametro tubular, altura do epitélio seminifero

O didmetro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuragdo ao
acaso de 30 secc0Oes transversais de tubulos seminiferos apresentando contorno o
mais circular possivel, utilizando-se objetiva de 10x, com aumento final de 100x
(Microscopio Marca: Olympus, modelo: BX51 - LC Evolution camera, formato TIFF,
36-bit Collor, 1280 x 1024 pixels). Nas mesmas secc¢bes foi mensurada a altura do
epitélio seminifero, a qual foi tomada da membrana basal até a borda luminal (Figura
4). O valor encontrado para a altura do epitélio em cada tubulo foi representado pela

meédia de quatro medidas tomadas de forma diametralmente opostas.

Figura 4 - Fotomicrografia de seccdo transversal de tdbulo seminifero.
D:diametro do tabulo seminifero; A: altura do epitélio seminifero. Rato do grupo
Controle (C). HE. Aumento de 100 x.

4.9.2 Comprimento total dos tubulos seminiferos

O comprimento total (CT) dos tubulos seminiferos por testiculo, expresso em

centimetros, foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tubulos
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seminiferos no testiculo e do didmetro tubular médio obtido para cada animal. A
seguinte férmula foi empregada de acordo com a literatura [117,118]:

CT=VTS/aR?

Onde, VTS é o volume total dos tubulos seminiferos no testiculo, e tR2 é a
area da seccdo transversal de tubulos seminiferos (R = didmetro tubular/2). O
comprimento de tubulo seminifero por grama de testiculo corresponde a razao entre

o comprimento tubular total e a massa liquida do testiculo.

4.10 Analise dos espermatozoides

Os espermatozoides foram obtidos a partir da cauda do epididimo de ratos
adultos de 90 dias [119]. O epididimo foi retirado no momento do sacrificio, sua
cauda separada e cortada em 5 (cinco) fragmentos e seu conteudo disperso em
RPS (Solucdo de Fosfato de Ringer): (NaCl 119 mM, KCI 5mM, MgSO4 1,2mM,
glicose 10mM, fosfato de sédio 16,3mmM; pH 6,9). Foram realizadas 7 (sete)
lavagens sucessivas do tecido em RPS com o objetivo de se obter a retirada total de
espermatozoides. Foi analisado um total de 200 espermatozoides por animal

guantificados em camara de Neubauer.

4.10.1 Morfologia dos espermatozoides

Uma aliquota da amostra de espermatozoides foi incubada com Eosina Y
0,5% e 200 células foram analisadas por microscopia de luz em aumento de 400x
(Microscopio Marca: Olympus, modelo: BX51 - LC Evolution camera, formato TIFF,
36-bit Collor, 1280 x 1024 pixels), onde foram analisadas alteragdes de cabeca (sem
curvatura, sem curvatura caracteristica, condensacao de cromatina e acéfalos), de

peca intermediaria e de cauda (cauda quebrada, enovelada e angulada) [120].
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4.10.2 Viabilidade dos espermatozoides

Uma aliquota da amostra de espermatozoides foi incubada por 30 minutos a
37°C em tampao hiposmoético (citrato 2,5 mM e frutose 7,5 mM) e 200 células foram
analisados em microscopia de luz em aumento de 200x (Microscopio Marca:
Olympus, modelo: BX51 - LC Evolution camera, formato TIFF, 36-bit Collor, 1280 x
1024 pixels). Foram analisadas alteragfes na cauda do espermatozoide baseado na
semipermeabilidade da membrana, que provoca aumento do volume da célula em

condigBes hipo-osmdéticas devido ao influxo de agua [121].

4.11 Andlise estatistica

Foi utilizado o programa Graphpad Prism® 5.0. Apds andlise de normalidade
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, os dados foram expressos como média * erro
padrdo e analisados pelo teste t Student ndo pareado. O nivel de significancia
utilizado foi de p<0,05.
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5 RESULTADOS

A figura 5 mostra os resultados de consumo alimentar, massa corporal e
comprimento linear (naso-anal). Os animais do grupo tratado com Leptina (L)
apresentaram consumo alimentar significativamente reduzido do 26° ao 40° dia de
vida (p=<0,008) e do 70° ao 90° dia (p<0,03) em relacdo ao grupo controle (C). Em
relacdo a massa corporal ndo houve diferenca significativa entre os grupos do
nascimento até o desmame. Na vida adulta o grupo (L) apresentou massa corporal
significativamente menor (p<0,04) em relacdo ao grupo (C) do 26° ao 45° dia de
vida. Em relagdo ao comprimento linear os resultados foram semelhantes a massa
corporal, havendo uma reducéio (p<0,05) do comprimento entre o 26° ao 45° dia de

vida no grupo (L), sem alteracdo do nascimento ao desmame.
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Figura 5 - Consumo alimentar (A), Massa corporal (B) e Comprimento linear (C) de animais
tratados com salina (C) ou leptina (L) (80ng/g massa corporal) nos dez primeiros dias de vida.

Dados sé&o expressos como média + erro padrdo de 12 animais.
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Os dados de massa dos érgaos sdo apresentados na figura 6. O tratamento
com Leptina causou reducdo significativa na massa da hipdfise (p<0,0006), do
hipotalamo (p<0,01), da prostata (p<0,003), do testiculo (p<0,008), do epididimo
(p<0,004) e da bexiga (p=<0,009).
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Figura. 6 - Massa da Hipdfise (A), hipotalamo (B), Préstata (C), Testiculo (D), Epididimo (E),
Bexiga (F) de animais tratados com salina (C) ou leptina (L) (80ng/g massa corporal) nos dez
primeiros dias de vida. Dados sdo expressos como média = erro padrdo de 12 animais. Letras
diferentes representam significancia estatistica.



40

Os animais que receberam leptina apresentaram um adiantamento

significativo na data da puberdade (p<0.0001) conforme observado na figura?.
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Figura 7- Inicio da puberdade nos animais tratados
com salina (C) ou leptina (L) (80ng/g massa
corporal) nos primeiros dias de vida. Dados séo
expressos como meédia + erro padrdo de 12
animais. Letras diferentes representam
significncia estatistica.

Em relacdo ao perfil lipidico demonstrado na figura 8, o grupo L apresentou

aumento significativo (p<0,05) nos niveis de triglicerideos, reducdo nos niveis de

HDL (P<0,02) e nenhuma alteracéo no colesterol total.
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Figura 8 - Perfil lipidico de animais tratados com salina (C) ou leptina (L) (80ng/g massa
corporal) nos dez primeiros dias de vida. Triglicerideos (A), Colesterol (B), HDL (C).
Dados sé@o expressos como média + erro padrdo de 12 animais. Letras diferentes
representam significAncia estatistica.
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Os dados da expressdo génica no testiculo apresentados na figura 9,

demonstram aumento significativo em todos os genes avaliados no grupo (L).
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Figura 9 - Expressao Génica nos animais tratados com salina "C” ou leptina (L) (80ng/g
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significancia estatistica.
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Os dados da expressdo proteica nos testiculos apresentados na figura 10,
demonstram que a administracéo de leptina levou a aumento significativo no Ob-R,
ER-a e enzima Aromatase e diminuicdo da expressdo de AR. Nenhuma diferenca

significativa no ER 3 entre os grupos.
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A administracdo de leptina reduziu significativamente as concentragdes
séricas de testosterona, ndo havendo diferenca significativa nas concentracdes

séricas de estradiol comparadas ao grupo controle (figura 11).
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Figura 11 — Concentracdes séricas de testosterona e estradiol de animais tratados
com salina (C) ou leptina (L) (80ng/g massa corporal) nos dez primeiros dias de vida.
Testosterona (A), Estradiol (B), HDL (C). Dados sdo expressos como média + erro
padrdo de 12 animais. Letras diferentes representam significancia estatistica.

A morfometria do testiculo esta apresentada nas figuras 12 e 13. A
administrac@o de leptina levou a um aumento significativo na &rea total do tubulo
seminifero (p<0,01), na altura do epitélio seminifero (p<0,03), na area do limen

seminifero (p<0.004) e uma diminuicdo no comprimento total do tibulo (p<0,006).
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Figura 12 - Morfometria dos testiculos de animais tratados com salina "C” e leptina (L) (80ng / g massa
corporal) nos primeiros dias de vida. Area total dos tibulos seminiferos (A), Altura do epitélio
seminifero (B), Area do limen seminifero (C), Comprimento linear total do tibulo seminifero (D).
Dados sao expressos como média + erro padrdao de 12 animais. Letras diferentes representam
significancia estatistica.
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Figura 13- Fotomicrografia dos tlbulos seminiferos de animais tratados com salina (A) e leptina (B) (80ng/g
massa corporal) nos primeiros dias de vida aumento de 100x.

A tabela 3 mostra a andlise dos espermatozoides. A administracao de leptina
levou a um aumento significativo no nimero de espermatozoides totais (p<0,009) e

nao houve diferenca na viabilidade entre os grupos.

Tabela 3. Analise de espermatozoides de animais tratados com salina
(C) e leptina (L) (80ng/g massa corporal) nos primeiros dias de vida.

Andlise dos Espermatozoides

C L Valor de p
Células totais (107 1,8x10+0,2 3,49x10+0,5 0,009
Viabilidade 56,5+2,0 50,47 £ 2,8 0,133

Morfologia (%)

Anormais 40,58 +2,0 4583 +1,2 0,049
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6 DISCUSSAO

Um grande avanco no entendimento da regulacéo da ingestao alimentar foi a
descoberta de uma adipocina secretada pelo tecido adiposo, a leptina [49]. ApoOs
atravessar a barreira hemato encefélica, a leptina alcanca seu principal sitio de acéo
no hipotalamo onde desempenha papel fundamental no controle do apetite e na
regulacdo do gasto energético [50]. Inicialmente foi considerada como um horménio
produzido exclusivamente pelo tecido adiposo, porém hoje se sabe que a leptina é
produzida também por varios outros tecidos do organismo, incluindo os 6rgédos do
sistema reprodutor [55,69-74].

A funcéo testicular é sabidamente regulada pelo eixo hipotalamo-hipofise-
gonada. O hormonio hipotalamico liberador de gonadotrofina estimula as
gonadotrofinas hipofisarias, LH e FSH, as quais agem a nivel testicular levando a um
aumento da espermatogénese e da producdo de testosterona e estradiol. Por
retroalimentacdo negativa GnRH, LH e FSH sao inibidos [29,30]. No entanto, apos a
descoberta que tanto a leptina quanto seus receptores sdo expressos a nivel
testicular [81,82,86,87], acredita-se que este hormonio seja tdo ou mais importante
gue as gonadotrofinas hipofisarias no controle da funcao testicular.

Até 0 momento pouco se sabe sobre o papel regulador da leptina ao nivel do
sistema reprodutor em especial ao nivel testicular. Este trabalho teve como objetivo
principal avaliar alguns paradmetros da estrutura e da fungéo testicular num modelo
de programacdo metabdlica pela leptina, tendo em vista que outros trabalhos ja
demonstraram que este horménio é capaz de programar a funcdo de diferentes
orgdos [100,101,109,122]. Trabalhos recentes do nosso grupo mostram que a
leptina regula a morfometria e a expressao de diferentes genes na prostata de ratos
e de humanos in vivo e in vitro [80,123,124].

Neste trabalho foi demonstrado que a leptina injetada no inicio da vida foi
capaz de reduzir a ingestao alimentar, apesar desta alteracdo néo ter ocorrido em
todo o periodo avaliado. Logo apos o desmame até a puberdade, a reducéo da
ingestao alimentar foi acompanhada de uma reducdo da massa corporal e do
comprimento linear, entretanto apos este periodo tanto a massa corporal quanto o
comprimento linear ndo mostraram alteracdo apesar da reducdo na ingestao

alimentar entre os dias 70 e 90.
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Em trabalho recente [125] foi demonstrado que uma Unica administragdo de
leptina no dia 2 pés-natal (3ug/g massa corporal) levou a redugdo de ingestédo
alimentar dos animais na vida adulta sem modificacdo da massa corporal. Essa
diferenca foi mais acentuada com o avancar da idade. Esse fato nos leva a acreditar
gue em nosso modelo experimental, se 0 acompanhamento dos animais tivesse sido
mais prolongado altera¢cdes mais evidentes no consumo alimentar poderiam ter sido
observadas.

Sabe-se hoje que a leptina age no hipotalamo, principalmente ao nivel dos
ndcleos arqueado, ventromedial, dorsomedial e lateral, onde através da isoforma
longa do seu receptor inibe as vias neuronais que estimulam a ingestado alimentar
(orexigenas) e diminuem o gasto energético, assim como ativa as vias neuronais
gue inibem a alimentacao (anorexigenas) [57].

Além do tecido adiposo que € o principal produtor e secretor de leptina para a
circulacdo, a mucosa gastrica parece contribuir com uma grande parcela dos niveis
de leptina circulante. No entanto, apesar das proteinas serem idénticas, algumas
diferencas no estimulo e no mecanismo de secrec¢éo da leptina entre os dois tecidos
foram observadas. O tecido adiposo secreta leptina continuamente ao passo que a
mucosa gastrica libera leptina imediatamente em resposta ao estimulo da ingestéao
alimentar e de alguns hormdénios géastricos como secretina, colecistoquinina, etc.
Desta forma, acredita-se que a leptina gastrica responde a ingestao alimentar
levando a saciedade, enquanto a leptina do tecido adiposo agiria no controle em
longo prazo do gasto energético [126].

Apesar de no momento ndo sabermos como ocorre a programacao
metabdlica pela leptina a nivel gastrico e do tecido adiposo, é descrito que a génese
e a principal expansao do tecido adiposo ocorrem durante a gestacdo e inicio da
vida pés-natal [125,127]. Podemos supor entdo que o tecido adiposo tenha sido
programado pela injecdo de leptina nos primeiros dez dias de vida. Acreditamos
porém que a diferenca na regulacdo do processo secretério e na agdo da leptina
gastrica e do tecido adiposo possa ter contribuido para a falta de resposta integrada
entre ingestao alimentar e massa corporal observada neste estudo.

Além da leptina, varios outros hormoénios agem direta ou indiretamente a nivel
hipotalamico regulando a ingestdo alimentar e o gasto energético. Dentre eles
podemos citar a grelina, os horménios tiredideos, insulina, estrogénio,

catecolaminas, etc. A interacdo apropriada e adequada entre esses hormonios ira
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influenciar a ingestdo e o gasto energético estabelecendo uma dinamica entre o
hipotalamo e os tecidos periféricos [128].

Através do seu efeito hipotalamico indireto sobre a producao tiredidea do
horménio T3 [129], leptina influencia o gasto energético. Além disto, ja foi
demonstrado que a leptina injetada no inicio da vida parece programar a funcao
tiredidea dos animais [112]. Entdo a regulacdo da leptina sobre os hormonios
tiredideos também podem ter contribuido para a ndo observacdo da reducdo
alimentar e da massa corporal por todo o periodo estudado.

Apesar de no momento do sacrificio os dois grupos de animais nao
apresentarem diferenca na massa corporal, a massa de todos os 6rgdos avaliados
(hipotalamo, hipofise, préstata, testiculo, epididimo e bexiga) foi significativamente
menor nos animais que receberam leptina no inicio da vida. Podemos sugerir
mediante este resultado e o fato de todos esses tecidos apresentarem receptores
para leptina [59,78-82], que este hormonio tenha exercido um efeito direto nos
diferentes tecidos avaliados.

Sabe-se hoje que além do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnada, a leptina € um
dos principais reguladores da fungéo reprodutiva e tanto a sua sintese como 0s seus
receptores sao amplamente expressos nos tecidos do sistema urogenital [85-88].
Camundongos ob/ob apresentam maior massa corporal e uma redugdo na massa
testicular [130]. Esses resultados e o0s resultados apresentados neste estudo
(reducéo da massa testicular sem alteracdo na massa corporal) reforcam a hipotese
de um efeito direto da leptina nos tecidos do sistema urogenital.

De uma maneira geral, a leptina parece agir como um sinal para o sistema
reprodutor neuroenddcrino e quando as concentracdes séricas de leptina sao
reduzidas devido a reservas insuficientes de energia, esta proteina age inibindo o
eixo reprodutivo neuroendécrino em ambos os sexos [131]. Estudos genéticos
mostram que a leptina é necessaria para o inicio da puberdade [132,133] servindo
como sinal metabdlico para ativagdo do GnRH no final do periodo pré-puberal [134].
Os dados apresentados aqui confirmam esse fato, mostrando que a administracao
de leptina no inicio da vida programou os animais levando a um adiantamento na
data de inicio da puberdade.

Vérios trabalhos tém demonstrado que a leptina exerce um efeito direto
autocrino e paracrino na sintese e degradacao de lipidios no tecido adiposo e nos

tecidos que armazenam triacilglicerol [135]. No entanto, a grande diversidade de
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modelos experimentais utilizados para avaliar o papel da leptina no metabolismo
lipidico, torna dificil comparar nossos resultados dentro de um mesmo contexto
fisiolégico. De qualquer forma todos os trabalhos concordam que a leptina exerce
um importante papel no metabolismo lipidico e os resultados apresentados aqui
indicam uma programac¢éo do metabolismo lipidico pela leptina.

O papel da leptina no controle da funcdo reprodutiva masculina é
controverso, ja que este horménio apresenta fungcbes tanto estimulatérias quanto
inibitorias [81].

N&o identificamos na literatura nenhum artigo que tenha avaliado a morfologia
testicular em modelo de administragdo de leptina no periodo pds-natal.
Camundongos ob/ob que apresentam deficiéncia de leptina apresentam
anormalidades na morfologia testicular e espermatogénese alterada [130].

Nossos resultados indicam que a leptina tem um efeito positivo sobre o
testiculo, pois apesar da reducdo na massa desse 6rgdo, a leptina causou um
aumento na éarea total, area do lumen e na altura do epitélio seminifero, o que
poderia ser indicativo de maior atividade testicular. O comprimento total do tubulo
esta reduzido o que acreditamos ser um fator compensatério que culminou em
menor massa testicular.

A administracdo de leptina em ratos adultos por um periodo de 42 dias levou
a resultados diferentes daqueles observados neste estudo [145]. Analise
morfométrica do testiculo mostrou reducdo da altura do epitélio e do diametro
tubular. Acreditamos que esta discrepancia possa ser consequente a administracao
prolongada da leptina, que em excesso teve efeitos adversos no érgao.

Somado a alteracdo da morfologia testicular, os animais do presente estudo
apresentam um aumento no nimero de espermatozoides. E descrito na literatura
que camundongos ob/ob sé&o inférteis e esse fato é revertido pelo tratamento com
leptina [84,131]. Podemos correlacionar a alteragdo da morfologia testicular e o
aumento no niumero de espermatozoides a maior expressado génica e proteica dos
receptores de leptina, estrogénio alfa e da enzima aromatase, que sabidamente séo
importantes para a funcéo testicular.

A maior expressado génica e proteica dos receptores de leptina no testiculo
reforca a hipotese que a leptina tenha programado a funcéo deste 6rgéo. A leptina
administrada no inicio da vida regulou positivamente a expressao dos seus

receptores, levando a uma resposta deste 6érgdo ao hormoénio.
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Em ratos a maturacao testicular inicia-se logo apds o nascimento [136-138],
periodo no qual foi administrada a leptina, o que poderia ter programado a
maturacado testicular nesses animais. Androgénio e FSH parecem ser necessarios
para iniciar o processo de espermatogénese [139,140] porém, a administracao de
testosterona em ratos maduros néo influencia este processo [141]. Em relacdo ao
estradiol, quando administrado isoladamente parece ter efeito negativo, porém se
administrado junto com FSH, aumenta a resposta testicular a este horménio [142].

Camundongos com deficiéncia de ER alfa e da enzima aromatase [143] sao
inférteis ao contrdrio de camundongos com deficiéncia de ER beta que n&o
apresentam alteragao na fertilidade [144].

A administracdo prolongada de leptina em ratos adultos [145] levou a reducéo
do numero de espermatozoides totais. Acreditamos que como descrito
anteriormente, o excesso de leptina pode causar efeitos adversos no tecido. Em
homens o efeito da leptina sobre o nimero e qualidade do esperma é controverso
podendo ser tanto positivo [146] quanto negativo [147].

Os espermatozoides que deixam o testiculo para entrar no epididimo séo
gametas ndo funcionais. E durante o trAnsito através do epididimo que o
espermatozoide amadurece, adquire motilidade e habilidade para fertilizar o ovdcito
[148]. Entédo, ndo podemos deixar de considerar que as alteracdes de viabilidade e
morfologia dos espermatozoides podem ter sido causadas também durante a sua
passagem pelo epididimo. Assim como o testiculo este 6rgao sofre influéncia de
estrogénio [149], androgénio [150] e leptina [151]. Estudo adicional a respeito do
papel da leptina no epididimo esta sendo desenvolvido no laboratorio.

Além do estrogénio e da leptina, androgénio exerce importantes funcdes no
testiculo. Este horménio produzido pelas células de Leydig influencia a
espermatogéneses agindo na célula de Sertoli onde causa diferenciacdo celular
[152], conversdo da espermatide redonda a alongada [153] e também age no
processo de liberacdo do espermatozoide [154]. A administracdo de leptina no inicio
da vida levou a uma reducdo nas concentracdes séricas de testosterona e nao
alteracdo no estradiol. Além disto, houve aumento na expresséo génica do receptor
de androgénio e reducdo da expressao da proteina.

Estudos anteriores jA demonstraram que FSH estimula o RNAm e a proteina
do receptor de androgénio em cultura de células de Sertoli [155,156]. Contudo,

androgénio aumenta a expressao da proteina, ao mesmo tempo em que diminui ou
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ndo tem efeito na expressdo do RNAm para AR [155,156]. Diferencas também séo
observadas na resposta dos diferentes tipos celulares testiculares ao androgénio em
relacdo a regulacdo do seu receptor, sugerindo que a regulacdo hormonal do
receptor de androgénio é especifica para cada tipo celular [157].

J& foi demonstrado que leptina inibe a esteroidogénese em testiculo de ratos
adultos [81], o que esta de acordo com os resultados apresentados aqui de reducéo
na concentracao de testosterona sérica. Ou seja, a administracdo de leptina parece
programar a esteroidogénese testicular de forma a reduzir a sintese de testosterona.
Ainda de acordo com a literatura [155,156], os baixos niveis de testosterona sérica
também poderiam explicar, pelo menos em parte [155,156] a alteracdo do receptor
de androgénio a nivel génico e protéico.

Ao contrario do que ocorre em ovario onde a leptina parece inibir a aromatase
[158] demonstramos neste estudo que no testiculo a leptina aumenta tanto a
expressdo génica quanto protéica da enzima. Demonstramos recentemente que na
prostata a leptina também aumenta a expressdo génica desta enzima [80,123]. E
possivel que além da aromatizacdo do testiculo e da prostata, a aromatizacdo em
outros tecidos periféricos possa ter contribuido para a ndo alteracdo das
concentracdes séricas do estradiol.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho indicam que a leptina exerce um papel
importante na morfologia e funcado testicular e como acontece com outros tecidos,
programa a fungdo deste 6rgdo quando administrada no inicio da vida.

Podemos concluir também que o efeito da leptina parece ser direto no érgao
por alterar a morfologia testicular, niveis séricos de testosterona, expressao génica e
proteica dos receptores de estrogénio, androgénio, leptina, enzima aromatase e

namero de espermatozoides.
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