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RESUMO

O objetivo deste estudo € avaliar se diferentes tipos de restricdo alimentar
materna durante a lactacdo programam a foliculogénese e a expressdao do RNAmM
para o gene da leptina e das diferentes isoformas do seu receptor no ovario da prole.
Foram utilizadas ratas Wistar fémeas, com ninhada ajustada em 6 filhotes por mée
separadas, no dia do nascimento da ninhada, nos grupos controle (C) - com livre
acesso a agua e a dieta normal (racdo comercial com 23% de proteina), restricao
protéico-caldrica (RPC) - com livre acesso a dgua e a dieta hipoprotéica (8% de
proteina), restricdo caldrica (RC) - com livre acesso a agua, recebendo racéo
comercial com 23% de proteina restrito as quantidades ingeridas pelo grupo RPC no
dia anterior. Ap6és o desmame, todos 0s animais tiveram livre acesso a racédo
comercial com 23% de proteina até o dia 90 quando foram mortos com tiopental, na
fase pro estro do ciclo estral. Quando comparado ao grupo C, ambos os grupos RPC
e RC apresentaram reducédo significativa do peso corporal e crescimento linear a
partir dos primeiros dias de vida até 60 dias de idade (p<0,0001). O consumo
alimentar apresentou alteracdo semelhante com uma reducédo adicional apds o dia
80. Foi observada uma reducédo significativa no namero de foliculos primordiais
(C=6,61+0,2; RPC= 5,2+0,2, RC=5,4+0,4, p<0,01), priméarios (C=5,810,7;
RPC=4,0+0,3, RC=2,2+0,5, p<0,001) e de Graaf (C=2,2+0,3; RPC= 1,210,3,
RC=0,6+0,2, p<0,006) e na expresséo do RNAm da leptina (C=0,5+0,03;
RPC=0,4+0,03; RC=0,2+0,02, p<0,0001), OBRa (C=0,8+0,05, RPC=0,6+0,03;
RC=0,4+0,02, p<0,0001) e OBRb (C=0,3+0,007, RPC=0,26+0,1, RC=0,13+0,1,
p<0,0007) nos animais dos grupos RPC e RC. Observamos ainda um aumento
significativo na expresséo do RNAm das isoformas OBRc (C=0,7%0,1;
RPC=0,9+0,04; RC=1,0+0,03, p<0,04) e OBRf (C=0,5+0,06; RPC=0,6+0,06;
RC=0,7+0,05, p<0,02) apenas no grupo RC. A restricdo alimentar materna durante a
lactacdo nao alterou a quantidade de tecido adiposo abdominal expresso em grama
(C=2,8+0,1, RPC=2,8+0,08, RC=2,8+0,09), ou em relacdo ao peso corporal
(C=13,7+1,1, RPC=14,1+0,6, RC=11,6+0,4) nem a concentracdo sérica de estradiol
(C=13,7¢1,1, RPC=14,1+0,6, RC=11,6%0,4, pg/mL), leptina (C=1,9+0,18,
RPC=2,24+0,15; RC=2,5+0,2, ng/mL), leptina em relacdo ao peso corporal
(C=9,8+0,9; RPC=9,7+0,53; RC=10,8%0,9, ng/mL/peso corporal) ou a expressao do
RNAm da isoforma OBRe (C=0,6%0,05; RPC=0,7+0,06; RC=0,7+0,07). Esses
resultados sugerem que ambos os tipos de restricdo alimentar materna durante a
lactacdo programam a funcdo ovariana da prole, levando a uma reducdo na
foliculogénese, provavelmente em consequéncia da baixa expressdo dos genes da
leptina e das isoformas OBRa e OBRb de seus receptores.



ABSTRACT

This study aims to determine the effects of maternal protein and energy
malnutrition during lactation on the folliculogenesis and on the gene ovarian
expression of leptin and its receptors in the adult female offspring. At parturition, nine
dams were randomly assigned to the following groups: (C) control group, with free
access to a standard laboratory diet containing 23% protein; (PER) protein-restricted
group, with free access to an isoenergy and protein-restricted diet containing 8%
protein; and (ER) energy-restricted group, receiving standard laboratory diet in
restricted quantities. After weaning, the female pups had free access to standard
laboratory diet until day 90 when all animals at the proestrum stage were killed with
thiopental. Body weight and linear growth of PER and ER groups were significantly
lower (p<0.0001) compared to C from the first days of life until day 60. Food
consumption presented a similar pattern, with an additional reduction after day 80.
Compared to C, both PER and ER groups presented a significant reduction in the
primordial (C=6.6+£0.2; PER= 5.2+0.2, ER=5.4+0.4, p=0.01), primary (C=5.8+0.7
PER=4.0+0.3, ER=2.2+0.5, p=0.001) and Graaf follicles number (C=2.2+0.3; PER=
1.2+0.3, ER=0.6%£0.2, p=0.006), in the expression of leptin (C=0.5+0.03;
PER=0.4+0.03; ER=0.2+0.02, p<0.0001), OBRb (C=0.3+0.007, RPC=0.26%0.1,
RC=0.13+0.1, p<0.0007) and OBRa genes (C=0.8+0.05, PER=0.6+0.03;
ER=0.4+0.02, p<0.0001). There was a significant increase only in group RC
compared to group C of the expression of isoforms OBRc (C=0.7+0.1;
RPC=0.9£0.04; RC=1.0%0.03, p<0.04) and presenting the group OBRf (C=0.5+0.06;
RPC=0.6£0.06; RC=0.7%0.05, p<0.02), but in the PER group noticed only a slight
increase. Already the OBRe isoform, soluble, no significant difference between
groups (C=0.6+0.05; RPC=0.7+0.06; RC=0.7+0.07), but was not observed changes
in the quantity of abdominal adipose tissue when expressed in gram (C=2.8%0.1,
RPC=2.840.08, RC=2.840.09), or in relation to body weight (C=13.7+1.1,
RPC=14.1+0.6, RC=11.6+0.4). Also not alters the serum concentration of estradiol
(C=13.7£1.1, RPC=14.1+0.6, RC=11.6+0.4, pg/mL), leptin (C=1.9£0.18,
RPC=2.2+0.15; RC=2.5£0.2, ng/mL), leptin in relation to body wheight (C=9.8+0.9;
RPC=9.7+£0.53; RC=10.8+0.9, ng/mL/peso corporal). We can surmise that both
protein-energy and energy restricted diets during lactation program the ovarian
function of the offspring, leading to a reduction of folliculogenesis, probably in
consequence of the altered expression of leptin and its isoforms receptors genes.
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INTRODUCAO

Leptina e regulacédo alimentar

A leptina € um horménio de natureza protéica, codificado pelo gene da
obesidade e sintetizado principalmente no tecido adiposo [1-3]. E composto por 167
aminoacidos e tem peso molecular de 14-16 KDa. Como acao principal controla o
gasto energético e o consumo alimentar, através de uma cascata de eventos
regulatorios disparados pela interacdo da leptina com seus receptores no
hipotalamo. A ligacdo da leptina ao seu receptor nos neurdnios orexigenos inibe a
atividade dessas células e reduz a liberacdo de NPY (neuropeptideo Y) e AgRP
(proteina relacionada agouti). Por outro lado, a leptina estimula a atividade dos
neurbnios anorexigenos, aumentando a liberacdo de MSH-a (peptideo de
melanocortina a) e CART (peptideo derivado da cocaina). Dessa forma, situagoes
que aumentam a concentracdo plasmatica de leptina levam a inibicdo dos neurdnios
NPY/AgRP e a estimulacdo dos neurdnios a-MSH/CART, causando diminuicdo da
ingestdo alimentar. Ja situagcdes em que ocorre diminuicdo na concentracdo de
leptina, os neurbnios anorexigenos nao estdo suficientemente estimulados e o0s
neurdnios orexigenos deixam de ser inibidos, levando ao aumento da ingestédo

alimentar [4]. A figura 1 esquematiza esses mecanismos.
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Figura 1. Acdo central da leptina no balango energético. MB (metabolismo basal); NY (neuropeptideo Y); AgRP (proteina
relacionada a agouti); POMC (pro-opiomelanocortina); MSH-a (peptideos de melanocortina); CART (peptideo derivado da
cocaina). Retirado de Duclos M.,2001.

A leptina também estimula o sistema nervoso simpatico, aumentando a
pressdo sanguinea, a pulsacéo e a termogénese (producédo de calor pelo gasto de
energia metabdlica) acoplada a cadeia de transporte de elétrons e producédo de ATP
pelas mitocondrias dos adipdcitos [5].

Em um individuo com peso corporal normal, a leptina esta mais
correlacionada com a massa de gordura absoluta do que com o indice de massa
corporea (IMC) ou porcentagem de gordura corporal. Os niveis de leptina circulantes
parecem estar diretamente relacionados com a quantidade de RNAm para leptina no
tecido adiposo. Além disso, varios fatores metabdlicos e enddcrinos contribuem para
regular a transcricdo dos genes da leptina em adipdOcitos [6-8]. As evidéncias
indicam que a insulina tem papel importante na regulagcéo da expressao da leptina in
vivo e in vitro. A insulina aumenta a expressdo do RNAm da leptina, enquanto a
leptina reduz a secrecdo de insulina no pancreas e a sua habilidade de regular a
utilizacdo da glicose (resisténcia a insulina). Isso estabelece um mecanismo de
feedback negativo entre insulina e leptina, existindo ainda relacdo semelhante entre

leptina e cortisol [9].
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Leptina e isoformas dos receptores

Os receptores de leptina sdo membros da familia dos receptores de citocinas,
cujo gene é transcrito e clivado em 6 diferentes isoformas: OBRb (receptor longo),
OBRa, c, d, f (receptores curtos), e 0 OBRe (receptor solavel). As isoformas curtas
tém em comum o dominio extracelular constituido por mais de 800 aminoacidos, o
dominio transmembrana de 34 aminoacidos e o dominio intracelular de 30-40
residuos de aminoacidos, caracteristico para cada uma das isoformas curtas. A
isoforma longa (OBRDb) diverge das demais por possuir dominio intracelular longo
composto por aproximadamente 300 residuos de amino&cidos, o que promove a
interacdo com outras proteinas no citoplasma, ativando as vias de sinalizacdo [10-
13].

A isoforma longa € expressa principalmente no hipotalamo [14], e responde
as acoes centrais da leptina, sendo também
representada em muitos outros tipos celulares, tais como
adipécitos, osteoblastos, queratinécitos localizados em margem de leséo, células
dos pulmdes, rins, estdmago, figado, acinos pancredticas, células sanguineas
mononucleares, endoteliais, musculares, endometriais, da placenta, cordao
umbilical, ovario e utero [15-22]. O papel biolégico da isoforma OBRb esta
relacionado a sua capacidade de ativar as vias de sinalizac&o intracelular para a
leptina, sendo considerada entdo como a isoforma biologicamente funcional nos
diferentes tecidos [6, 10, 11, 13].

As isoformas OBRa e OBRc sdo amplamente expressas no plexo coréide e
em microvasos onde parecem ter um papel na captacdo ou no efluxo da leptina do
liquido cefalorraquidiano, assim como no transporte mediado pelos receptores de
leptina através da barreira hemato-encefalica [23, 24].

As isoformas OBRd e OBRf ndo demonstram expressao bem determinada
nos tecidos corporais, parecendo estar homogeneamente distribuidos, embora sua
representatividade seja baixa e sua funcao ainda nao foi descrita [25-27].

OBRe, que nao tem dominio intracelular, estd codificado como receptor
soluvel [26], circula no sangue e possui alta afinidade de ligagdo com a leptina [28,
29]. Assim, esta isoforma desempenha um papel na regulacdo dos niveis
plasmaticos de leptina livre, a forma biologicamente ativa [30].
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Inicialmente, acdes diretas da leptina estavam relacionadas apenas ao
sistema nervoso central. No entanto, a ampla distribuicdo das diferentes isoformas
reflete a multiplicidade de efeitos bioldgicos em tecidos extra neurais, fornecendo
evidéncias para a extrema funcionalidade da leptina [31].

O receptor da leptina € formado por Unico segmento transmembrana, o qual
dimeriza-se quando a leptina se liga em seu dominio extracelular. Ambos os
mondmeros do receptor dimérico sédo fosforilados no residuo tirosina do dominio
intracelular por uma enzima JAK (Janus-Kinase) [31].

A regido extracelular do receptor OBR é composta por quatro dominios de
fibronectina tipo Ill e dois dominios de receptor para citocina [12]. No meio
intracelular, toda a extensdo dos receptores (exceto o OBRe) contém uma
sequéncia de elementos (boxes) que sdo necessarios para subsequentes eventos
de sinalizagao e diferem entre as isoformas caracterizando diferentes fungdes [32].

O dominio intracelular de todas as isoformas OB-R contém a regido box1 para
ligacdo de proteinas JAK. Contudo, a isoforma OBRDb inclui também o dominio box2,
para ligacdo de fatores de transcricdo STAT (proteinas transdutoras de sinais e
ativadoras da transcricdo). A figura 2 demonstra diferencas nas isoformas do
receptor de leptina, quanto ao dominio intracelular.

Ambos box1 e box2, sdo associados a interagéo e ativagdo de JAKs [33, 34].
No entanto, € conhecido que somente a regido boxl e a sequéncia especifica de
aminoacidos 31-36, sdo indispensaveis para a ativacdo de JAKs [35, 36], e que
aminoacidos 37-48 da regidao de dominio box2 estando presentes, podem aumentar
o sinal de interacdo para estas, mas podem também ser substituidos por outros
elementos [36]. Embora a regido box2 néo seja crucial para ativar JAKs [35, 36], as
STATSs sao incapazes de promover sinalizacdo sem interagcdo com este [34-36].

Apos a fosforilagcdo pela JAK, as STATs se movem para o nucleo, onde eles
se ligam a uma sequéncia especifica do DNA e estimulam a expressédo de genes
especificos (figura 3). A sintese dos produtos das expressfes génicas, NPY e
precursor do POMC (o qual produz a-MSH) sado regulados pela leptina através desse
mecanismo. A expressdo do gene POMC €& também regulada por hormdnios
glucocorticoides [37].

Além da via JAK-STAT, atualmente sabe-se que a leptina é capaz de ativar a
sinalizacdo celular por outros mecanismos, sendo que a ativacdo da proteina

fosfatidilinositol-3-kinase merece destaque por ser um ponto de convergéncia (Cross-
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talk) entre a sinalizacdo da leptina e da insulina. Essa ligacdo demonstra uma
importante relacdo entre os dois horménios, com destaque para a regulagédo
hipotalamica do peso corporal [38].

Portanto, os receptores OBRa, OBRc, OBRd e OBRf que ndo possuem a
regido box2, séo incapazes de ativar sinalizacéo pela via STAT, e por isso ainda sao
pouco conhecidos seus mecanismos de sinalizag&o [34, 39, 40].

OBRb OBRa OBRc OBRd OBRe OBRf

Figura 2: Isoformas do receptor de leptina. CR(dominio receptor de citocina); FIlI (dominio fibronectina tipo I11); Box 1,2,3
(regido de dominio intracelular). Retirado de Hegyi et al.,2004. Leptin-induced signal transduction pathways.
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Figura 3: Sinalizacéo intracelular da leptina em receptor OBRb. JAK (proteina Janus-Kinase); IRS (substrato do receptor de
insulina); ERK (sinal extracelular-kinase regulada); PI3K (fosfoinositideo 3-kinase); SHP-2 (dominio contendo proteina tirosina
fosfatada); Grb-2 (fator de crescimento de receptor ativado); SOCS3 (supressor de sinalizacdo da citocina); STAT (proteinas
transdutoras de sinais e ativadoras da transcri¢do); POMC (pro-opiomelanocortina); AgRP (proteina relacionada a agouti).
Retirado de Frihbeck, 2006. Intracellular signalling pathways activated by leptin.

Leptina e sistema reprodutor feminino

Diferentes autores demonstraram a acdo da leptina em varios locais do
sistema reprodutor. Em ratos, as isoformas OBRa e OBRb sdo amplamente
expressas nos foliculos ovarianos [41, 42] e no U(tero [43-45], epitélio da parede
vaginal e do oviduto [46], além de outros tecidos do sistema urogenital, tais como,
rins e bexiga [47].

Especificamente no ovario, os receptores de leptina sdo expressos nas
células da granulosa e da teca [42, 48, 49], células do cumulus [50], ovécitos [43,
50, 51], e embrides [52]. Além disto, o ovario parece ser um sitio de sintese da
leptina ja que tanto a proteina quanto o RNAm para leptina foram identificados no
ovario [43, 49, 50, 53] e ovacitos [43, 50, 53].
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Leptina e puberdade

A leptina parece ter um papel integrador entre o estado nutricional e os eixos
hormonais, sendo um indicador dos estoques de energia para um funcionamento
normal do sistema reprodutivo [54-56]. Assim, a manutencdo de uma concentragao
minima de leptina é necessaria para uma secrecdo adequada dos hormdnios
luteinizante (LH) e foliculo-estimulante (FSH) [57, 58].

A leptina pode ainda ser um sinal que alerta ao cérebro que as reservas
lipidicas ja possibilitam o inicio da puberdade, da manutencdo do ciclo menstrual e
da habilidade de reproducdo. Na fase pré-pubere ocorre uma elevacdo nas
concentracfes de leptina em meninos, marcando uma fase inicial da puberdade.
Contudo, diminuem a medida que se elevam as concentracdes de testosterona,
enquanto em meninas as concentragdes se elevam proporcionalmente ao aumento
do estradiol [59]. Em meninas, a leptina se relaciona inversamente com a idade da
menarca [60].

A acao da leptina no desencadeamento do inicio da puberdade foi observada
também em camundongos fémeas pré-puberes que receberam injecbes de leptina.
Foi visto que, apesar de os animais tratados com leptina apresentarem um menor
peso corporal, eles entram na puberdade nove dias antes dos animais controle e seu

sistema reprodutor amadurece mais rapidamente [61].

Leptina e ovario

A acdo da leptina sobre os ovéarios ndo esta completamente desvendada.
Zerani e colaboradores em 2004, observaram uma funcéo luteolitica da leptina [62].
Porém sabe-se que deve existir uma concentracdo 6tima desse hormoénio para a sua
atividade normal. Abaixo dessas possiveis concentragdes, a multiplicacdo celular e o
amadurecimento dos o0citos ndo ocorreriam, e por outro lado a concentragcdo muito
elevada de leptina seria responsavel por alteracbes nos ovarios como, por exemplo,
a sindrome dos ovarios policisticos, que converge com obesidade e anovulagéo
cronica [56, 57, 63-68].
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Esta descrito que ratos deficientes em leptina ou em seu receptor sdo obesos
e tem a funcéo reprodutiva comprometida [69], e ja foi demonstrado que a inducao
de leptina nestes animais restaura a fertilidade [67, 70].

Tem sido descrito o compromentimento da esteroidogénese ovariana por
acdo da leptina que promove efeitos estimulatérios e inibitérios na secrecdo de
progesterona, andrégenos e estradiol em cultura de células ovarianas de rato, boi,
porco e homens [71-74] embora tais alteracdes ndo tenham sido substancialmente
encontradas [48, 70, 73, 75, 76]. Além da esteroidogénese, a acao inibitéria da
leptina na secrecdo de prostaglandina E2 em células ovarianas de rato foi relatada
[75].

In vitro, leptina é capaz de inibir o crescimento de foliculos ovarianos em
camundongos [77] enquanto in vivo, leptina suprime a apoptose de células ovarianas
e 0 inicio da puberdade em ratos [72]. Além disso, a deficiéncia de leptina em
camundongos estd associada com a supressao da foliculogénese ovariana e
aumento da apoptose de células da granulosa [78].

Em ratas, a leptina sérica é detectada apenas no periodo de proestro e a
expressdo do RNAm para o receptor de leptina varia durante o ciclo estral [75]. Ryan
e colaboradores em 2003 forneceram evidéncia de que a leptina produzida no ovario
pode regular seu préprio receptor [79].

Foliculogénese

O desenvolvimento folicular comecga durante a vida fetal com a transformacao
das células germinativas primordiais dentro de ovocitos e seu local em estruturas
chamadas foliculos. Na maioria dos mamiferos, os foliculos primordiais sé&o
formados, antes do nascimento, ou nos primeiros dias apoés. Foliculos primordiais
dao origem a foliculos primarios que se transformam entdo em foliculos antrais e
finalmente em foliculos pré-ovulatorios, foliculos de Graaf, numa série coordenada
de transi¢des reguladas por horménios, como o hormdnio foliculo estimulante (FSH)
e fatores intraovarianos locais, como leptina e outros [80]. Com o pico do horménio
luteinizante (LH) ocorre a ruptura dos foliculos de Graaf e os ovocitos séo liberados

deixando as células foliculares que se transformam em corpo lateo [81].
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Restricdo alimentar e programacdo metabdlica

Condi¢cbes metabdlicas adversas como a ma nutricdo, obesidade, anorexia
nervosa ou exercicios intensos, sdo associados com a reducdo ou extingdo das
funcdes reprodutivas [82, 83]. Alteracdes na nutricdo materna afetam o crescimento
fetal total e desenvolvimento [84], atrasa o inicio da puberdade [85-87] e conduz a
uma atrofia das glandulas endometriais [88] em roedores, interfere no ciclo estral

normal [89]; e altera a func&o enddcrina [90] da prole em muitas espécies.

Em organismos de crescimento rapido, a ma nutricdo no inicio da vida € um
desafio em que o sistema tenta se ajustar para sobrevivéncia. A quantidade ou
qualidade da nutricdo nesse periodo critico promove consequéncias permanentes
por toda vida. Um dos mecanismos de adaptacdo para o fornecimento inadequado
de nutrientes é reduzir o ritimo de divisdo celular nos 6érgédos e tecidos, o que pode
levar a uma alteracdo “programada” da estrutura e fungéo do sistema [91-93]. A m&
nutricdo induzida no inicio da vida esta associada com o aumento do risco em
desenvolver diabetes tipo 2, hipertensséo e doencas cardiovasculares a longo prazo
[94-98].
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OBJETIVO

O objetivo deste estudo é avaliar se diferentes tipos de restricdo alimentar
materna durante a lactacdo programam a foliculogénese e a expressdo do RNAm

para o gene da leptina e das diferentes isoformas do seu receptor no ovario da prole.
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MATERIAL E METODOS

Ratas Wistar fémeas, nuliparas, foram mantidas em biotério com temperatura
(25 + 1°C) e ciclo claro-escuro (7:00-19:00) controlados. Foram utilizados os
principios descritos em “The Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” para
0s cuidados no uso e manuseio com o0s animais [99]. Este projeto foi aprovado pela
Comisséo 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
(Anexo — A).

Aos 3 meses de idade 9 animais foram acasalados na proporcao de 2 fémeas
para 1 macho, recebendo racdo comercial (23% de proteina) até o nascimento dos
filhotes, quando entédo foram divididas em 3 grupos de tratamento:

Controle (C) - com livre acesso a agua e a dieta normal (ragcdo comercial com
23% de proteina).

Restricdo protéico-calérica (RPC) - com livre acesso a agua e a dieta

hipoprotéica (8% de proteina).

Restricdo caldrica (RC) - com livre acesso a agua, ingerindo racao comercial
(23% de proteina) restrito apenas a quantidade, com base no que o grupo RPC

ingeriu no dia anterior.

A dieta hipoprotéica foi preparada manualmente em nosso laboratorio e sua
composicdo é mostrada na tabela 1. A fonte protéica (8%) desta dieta foi a racéo
comercial macerada (Labina - Purina Nutrimentos LTDA) e as calorias foram
compensadas pelo acréscimo de amido de milho a fim de se obter uma dieta
hipoprotéica e isocaldrica. As vitaminas e 0os minerais foram suplementados de
maneira a se obter a mesma composi¢cao da ragdo comercial, mostrada nas tabelas
2 e 3, que é baseada nas recomendac¢fes do National Research Council e National
Institute of Health-USA [100].

A dieta hipoprotéica foi administrada no dia do nascimento dos filhotes e a
ninhada ajustada em 6 filhotes. Este niumero de filhotes foi escolhido, pois, segundo
Fishbeck e Rasmussen [101] parece ser este 0o numero de animais que confere o
maior potencial lactotofrico. Provavelmente, o tamanho da ninhada influencia muito

mais na quantidade de leite produzida do que em sua composicéo [102, 103].
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Tabela 1: Composicdo das dietas normo e hipoprotéica

Nutriente (Kg/dieta) Dieta Normoprotéica Dieta Hipoprotéica
Energia Total - kcal 4070.4 4070.4
Proteina % 23.0 8.0
Hidratos de Carbono % 66.0 81.0
Lipidios % 11.0 11.0
Proteina g 230.0 80.0
Hidratos de Carbono g 676.0 826.0
Lipidios g 50.0 50.0
Mistura de Vitaminas g 4.0 4.0
Mistura de Sais Minerais g 40.0 40.0

Composicdo da dieta de acordo com as recomendacgdes do National Research Council e National Institute of Health-USA
[100].

Tabela 2: Composicdo da mistura de vitaminas

Vitaminas*

g /kg de mistura
Acido Nicotinico 3.000
Acido Pantoténico 1.600
Piridoxina - B6 0.700
Tiamina - B1 0.600
Riboflavina 0.600
Acido Félico 0.200
Biotina 0.020
Cianocobalamina - B12 2.500
Vitamina E (500 UI/g) 15.00
Vitamina A (500,000 Ul/g) 0.800
Vitamina D (400,000 Ul/g) 0.250
Vitamina K 0.075

*De acordo com as recomendagdes do National Research Council e National Institute of Health-USA [100].
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Tabela 3: Composicao da mistura de minerais

Minerais *
g /kg de mistura
Carbonato de célcio, 40,04% Ca 357.00
Fosfato de Potassio, 22,76% P; 28,73% K 196.00
Citrato de Potassio, 36,16% K 70.78
Cloreto de Sddio, 39,34% Na; 60,66% CI 74.00
Sulfato de Potassio, 44,87% K; 18,39% S 46.60
Oxido de Magnésio, 60,32% Mg 24.00
Citrato de Ferro, 16,5% Fé 6.06
Carbonato de Zinco, 52,14% Zn 1.65
Carbonato de Manganés, 47,79% Mn 0.63
Carbonato de Cobre, 57,47% Cu 0.30
lodeto de Potassio, 59,3% | 0.01
Selenato de Sédio, 41,79% Se 0.010
Paramolibidato de Amoénio, 54,34% Mo 0.008

*De acordo com as recomendacdes do National Research Council e National Institute of Health-USA [100].

Ao final da lactacdo os filhotes receberam racdo controle com 23% de
proteina, sendo acompanhados até a idade adulta (90 dias). Para avaliacdo do
estado nutricional dos animais a quantidade de ragao ingerida, o peso corporal e 0
comprimento nariz-anus foram monitorados durante todo o periodo experimental. Foi
realizado um controle diario da quantidade de ragdo administrada e consumida pelos
animais, enquanto o peso corporal e o comprimento foram avaliados em intervalos

de quatro dias.

Ao sacrificio (aprox. 90 dias de idade), a fase do ciclo estral foi identificada
pelo esfregaco vaginal e somente ratas em fase de proestro foram utilizadas (fase
onde é possivel a deteccdo da leptina sérica). No momento do sacrificio, 0s animais
foram anestesiados com thiopental (0,15 ml/100g/peso corporal). O sangue foi
coletado por puncdo cardiaca para deteccdo da leptina e estradiol séricos. Os
ovarios foram excisados e congelados a —80°C para posterior analise por RT-PCR.
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Inicio da puberdade e analise do ciclo estral:

A partir do 30° dia ap6s o nascimento, as fémeas foram inspecionadas
diariamente para observar a abertura vaginal. O inicio da puberdade foi definido

como a idade (em dias) em que ocorre a abertura vaginal.

As fases do ciclo estral foram estudadas, apdés a abertura vaginal, até
completarem 90 dias de idade, onde as fémeas foram observadas diariamente
através da citologia vaginal para se estabelecer a regularidade das fases do ciclo

estral, as quais sao descritas como proestro, estro, diestro | e diestro Il [104].

O material para citologia foi coletado introduzindo-se um cotonete umedecido
em soro fisiolégico no orificio vaginal das ratas. Foram preparadas laminas com o
material coletado, coradas atraves do método de Shorr e observadas ao
microscopio. Foram utilizados para analise dos parametros propoostos apenas 0s

animais que se encontravam na fase de proestro.

Determinacado das concentracdes séricas hormonais:

As concentracfes séricas de estradiol, testosterona e leptina foram
determinadas no soro através de radioimunoensaio especifico para cada horménio
(ICN Pharmaceuticals, Inc, CA, USA). O coeficiente de variacdo intra e inter ensaio
foi de 6,4 e 5,9% para estradiol, 4,6 e 7,5% para testosterona e 2,4 e 4,8% para
leptina. Sensibilidade do RIA foi 0,04ng/mL para testosterona e 0,8pg/mL para o
estradiol [105].

Extracdo de RNA:

O RNA total do tecido foi extraido utilizando-se o reagente trizol que baseia-se
no método guanidium thiocyanate—phenol-chlorofom [106]. A qualidade do RNA foi
verificada pela razdo 260 nm/280 nm e eletroforese em gel de agarose, sendo entéo

as amostras armazenadas a —80°C até utilizagéo.

RT-PCR semiquantitativo:
Um micrograma de RNA total foi transcrito reversamente utilizando-se o kit
superscript lll (Invitrogen) conforme indicacdo do fabricante. Posteriormente o cDNA

foi amplificado por PCR utilizando-se primers especificos (tabela 4). As reacdes



26

foram realizadas num volume final de 50 pl a partir de 2 pl of cDNA com 2 IU Taq
polymerase, 10 mM dNTP, 50 mM MgCI2 and 30 pmoles de primers sense e
antisense. GAPDH foi utilizado para corrigir as diferencas na quantidade de RNA
total usado para transcricdo reversa. Todos os fragmentos de cDNA amplificados
foram analisados em gel de agarose corado com brometo de etideo e visualizados
com UV. A densitometria foi feita utilizando-se o programa Image J.

Tabela 4: Sequéncias dos oligonucleotideos usados para amplificacdo da RT-PCR e
condigdes ciclicas para os diferentes pares de genes.

Gene Sequéncia (5’-3’) Condicdes do ciclo N° de
ciclos
GAPDH 5" ACCACAGTCCATGCCATCAC 3’ 94°C/3min,94°C/30s 30
5 TCCACCACCCTGTTGCTGTA 3 58°C/2min,72°C/2min
OBRa 5 CACTGTTAATTTCACACCAGAG 3°  97°C/5min,96°C/1:30min 35
5 GTCATTCAAACCATAGTTTAGG 3  55°C/1:30min,72°C/3min
OBRb 5 TGCTCGGAACACTGTTAAT 3 94°C/2min,94°C/1min 34
5" GAAGAAGAGCAAATATCA & 55°C/1min,72°C/15min
OBRc 5TGCTCGGAACACTGTTAAT 3 97°C/5min,96°C/1:30s 36
5’ATAGAGTATCTAACCTGCACCCTT 3 55°C/1:30s,72°C/3min
OBRe 5TCCTGGACACTGTCACCTAA 3 97°C/5min,96°C/1:30s 39
5’ATCAGGATTGCCAAT TTACA 3 55°C/1:30s,72°C/3min
OBRf 5’GCTGCTCGGAACACTGTTAAT & 97°C/5min,96°C/1:30s 30
5ACGGCATCCACTCTATATCCT 3 55°C/1:30s,72°C/3min
Leptina 5’GACATTTCACACACGACGTC & 94°C/2min,94°C/1:30s 36

5GAGGAGGTCTCGCGAGTT &

55°C/1:30s,72°C/1:30s
72°C/15min

Anélise estatistica:

As diferencas entre os grupos foram determinadas através da analise de
variancia univariada (ANOVA) associada ao pos-teste de comparacao multipla entre
as médias, teste de Newman-Keuls [107]. Os resultados foram dados por média +

erro padréo e valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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Resultados

O peso corporal e crescimento linear estdo representados na figura 4. Em
relacdo ao grupo C, o grupo RPC apresentou reducao significativa (p<0,0001) do
peso corporal a partir do dia 4 apds o nascimento, enquanto no grupo RC esta
reducdo (p<0,0001) ocorreu a partir do dia 9. A partir do dia 9, houve também
diferenca significativa (p<0,0001) no peso corporal entre os grupos RPC e RC. Em
relacdo ao crescimento linear, ambos os grupos RPC e RC apresentaram reducao
significativa (p<0,0004) em relacdo ao C a partir do dia 5 apdés o nascimento,
enquanto a diferenca (p<0,0001) entre os grupos RPC e RC ocorreu a partir do dia
16.

Apds o desmame e com livre acesso a racdo com 23% de proteina, ambos 0s
grupos RPC e RC apresentaram reducéo significativa do peso corporal (p<0,0001) e
do comprimento linear (p<0,001) até aproximadamente 60 dias de idade, nédo

havendo diferenca significativa apos este periodo.

8

]

A e B §
g :
§ 20 _g
g 5
& 10 P<0,000L:RC Vs CRPC § P<0,0004RPCRC Vs C
300_ o : P:o‘ocm:ch vsC : X . P<0,0001:RPC Vs RCVs C
260 P date e * 27 0 e (diaLZ) 2o
220 T
® L
'2180— °
5 140 5
3] S
3 100+ s
P £
o 60| 5
O o7
20 P<0,0001:RPC, RCvs C
T T T T T T 1 0 T T
20 30 40 50 60 70 80 90

T 1
: 20 40 60 80 100
Idade (dias) Idade (dias)

Figura 4: Peso corporal (A) e comprimento linear (B) nos grupos controle (C= @), restrigio protéico-caldrica (RPC=0) e

restricdo calérica (RC= A). Valores dados por média + erro padrdo de 14 animais.
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A figura 5 mostra a quantidade de tecido adiposo nos animais. A restricdo
alimentar materna durante a lactagcdo n&o alterou a quantidade de tecido adiposo
abdominal da prole na vida adulta quando expressa em grama (C=2,810,1,
RPC=2,8+0,08, RC=2,8+0,09) ou em relacdo ao peso corporal (C=13,7+1,1,
RPC=14,1+0,6, RC=11,6%0,4).
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Figura 5: (A) Gordura abdominal (g) e (B) gordura abdominal (g/mgPC) nos grupos controle (C), restricdo protéico-caldrica
(RPC) e restrigao caldrica (RC). Valores dados por média + erro padrdo de 14 animais.

Apbs o desmame, foi avaliado também o consumo alimentar dos animais. O
grupo RPC apresentou reducéao significativa (p<0,0001) do consumo alimentar até
65 dias de idade em comparacdo com os grupos C e RC. Apds este periodo, o
consumo alimentar foi normalizado, reduzindo novamente a partir do dia 80
(p<0,005). O consumo alimentar do grupo RC foi significativamente menor (p<0,005)

gue os grupos C e RPC apenas ap0s o dia 80 (figura 6).
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Figura 6: Consumo alimentar nos grupos controle (C), restrigdo protéico-calérica (RPC) e restricdo caldrica (RC). Valores
dados por média + erro padrao de 14 animais.
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Ambos os grupos RPC e RC apresentaram uma reducdo no numero de
foliculos ovarianos, porém essa reducdo foi significativa somente nos foliculos
primordiais (C=6,6+0,2; RPC= 5,2+0,2, RC=5,4+0,4, p<0,01), primarios (C=5,8+0,7;
RPC=4,0+£0,3, RC=2,2+0,5, p<0,001) e foliculos de Graaf (C=2,2+0,3; RPC=
1,2+0,3, RC=0,6%0,2, p<0,006) (figura 7).
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Figura 7: Nimero de foliculos ovarianos nos grupos controle (C), restricdo protéica-calérica (RPC) e restricao caldrica (RC).
Valores dados por média + erro padréo de 5 animais. Letras diferentes significam diferenca estatistica.

Cortes ovarianos da prole sao mostrados na figura 8. O foliculo primordial
consiste em um odcito rodeado por uma Unica camada relativamente indiferenciada
de células da granulosa (fig. 8A). Foliculos priméarios consistiam em um odcito
rodeado por uma camada Unica de células cubdides da granulosa (fig. 8A). Foliculos
preantrais apresentam um o0cito central rodeado por camadas de células da
granulosa e células da teca, que formam uma teca externa fibrosa e uma teca
interna sem antro totalmente formado. Nos foliculos antrais, fluido aparece entre as
células da granulosa e gotas formam fluido folicular dentro do antro (fig. 8B). Nos

foliculos de Graaf, o antro follicular é claramente desenvolvido, deixando o ovdcito
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rodeado por uma densa e distinta camada de células da granulosa, o cumulus
oophorus. O corpo luteo é formado por células luteais e abundantes capilares (fig.
8C).

Grupo C Grupo RPC Gupo RC

Figura 8- Fotomicrografia mostrando os ovarios de ratas fémeas no grupo controle (C), grupo restri¢céo protéico-calérica (RPC)
e grupo restricdo calérica (RC). (Fig. 8A) Foliculos primordiais 1; Foliculos primarios 2. (Fig. 8B) Foliculos preantrais 3;
Foliculos antrais 4. (Fig. 8C) Foliculos de Graaf 5; Corpo liteo 6. Aumento A= 400X; B=200X; C=40X.

Na figura 9 estdo apresentadas as concentracbes séricas hormonais. A
concentracdo sérica de testosterona néo foi detectada. A concentragdo seérica de
estradiol ndo mostrou diferenca estatistica significativa entre o0s grupos
(C=125,4+20,4; RPC=116,6+16,2; RC=102,1+9,3). A concentracao sérica de leptina
nao mostrou diferenca significativa entre os grupos nem quando expressa como
ng/ml (C=1,9+0,18; RPC=2,2+0,15; RC=2,5+0,6) ou em relagdo ao peso corporal
(ng/mL/mgPC) (C=9,8+0,9; RPC=9,7+0,5; RC=10,8+0,9).
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Figura 9: Concentragdo sérica de estradiol (A), leptina-ng/mL (B) e leptina—ng/mL/mgPC (C) nos grupos controle (C), restricao
protéico-caldrica (RPC) e restricao caldrica (RC). Valores dados por média + erro padrédo de 8 animais.

A expressdo ovariana do RNAm para leptina e as diferentes isoformas do
seu receptor esta apresentada na figura 10. Ambos o0s grupos cujas maes foram
submetidas a restricdo alimentar na lactacdo apresentaram reducgao significativa na
expressdo de leptina em relagcdo ao grupo controle (C=0,5+0,03; RPC=0,4+0,03;
RC=0,2+0,02, p<0,0001). Houve ainda diferenga significativa (p<0,0001) na
expressao de leptina entre os grupos RPC e RC.

A restricdo alimentar materna durante a lactagéo reduziu significativamente a
expressao da isoforma longa, OBRb, em ambos grupos RPC e RC quando
comparados ao C (C=0,3+0,007, RPC=0,26+0,1, RC=0,13%0,1, p<0,0007). Houve
ainda diferenca significativa na expressao da isoforma OBRb entre os grupos RPC e

RC (p<0,0007). Dentre as isoformas curtas do receptor, houve reducao significativa
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da isoforma OBRa em ambos os grupos RPC e RC quando comparados ao grupo C
(C=0,8+0,05, RPC=0,6+0,03; RC=0,4+0,02, p<0,0001).

Houve aumento significativo apenas no grupo RC em relacéo ao grupo C da
expressao das isoformas OBRc (C=0,7+0,1; RPC=0,9+0,04; RC=1,0+0,03, p<0,04) e
OBRf (C=0,5+0,06; RPC=0,6+0,06; RC=0,7+0,05, p<0,02) apresentando 0 grupo
RPC apenas um discreto aumento. Ja a isoforma OBRe, soluvel, ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos (C=0,6+0,05; RPC=0,7+0,06; RC=0,7+0,07).

1S
) £s =
& @ 0.6 a2 Z s 031 b
+ : +
O & 044 o © 0.2
3 52 ¢
% R 7
c B 0.2 V4 @ -= 0.11 /
25 9 82
o= / /
- 0.0 Z. 0.0- Z.
T T T T T T
c RPC RC c RPC RC
p<0,0001 p<0,0007
1.0+ : —
a
— E=
£Z 0s- < o b
Z & b gc | —
&% = 1.0 a 7
T 5 06 5% T 7
: 2 c  %s
g € 041 % S T o5
E ° gz
@ £ 0.2 @ S
o2 / o= /
0.0 . 0.0- Z
c RPC RC c RPC RC
p<0,0001 p<0,04
bl a JANN | >
1.04 1.0q
£ T o8 b £ S o8-
<< Y - — << Y
ge a 7 £S I 7
I35 06 a T 2 064 /
5% — 8%
g S 0.4 / ?9: K 0.4+
Qs K
g2 x 2
<o / o -
0.0 2 0.0- %
pe RPC RC c RPC RC

p<0,02
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média + erro padrdo de 5 animais. Letras diferentes significam diferenca estatistica.
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Discussao

Um dos fatores neonatal mais importante envolvido na programacao do
desenvolvimento é a nutricdo adequada durante o periodo de lactacdo. Este estudo
esta de acordo com outros que suportam a evidéncia de que a ma nutricdo precoce
pode programar varios sistemas fisioloégicos [85-88, 108] na prole de diferentes
espécies.

A restricdo alimentar durante o periodo perinatal € associada com reducgdo
na taxa de crescimento. Os presentes resultados de baixo peso corporal e
crescimento linear estdo de acordo com a literatura [42, 67, 89, 109]. No entanto, a
alteracdo no peso corporal, ndo parece estar diretamente relacionada ao consumo
alimentar. Enquanto nos animais RPC houve uma diminui¢do no consumo alimentar
e peso corporal do desmame até 60 dias, nos animais RC, o consumo alimentar nao
foi alterado, apesar do menor peso corporal. Também, em torno de 80 dias, ambos
0os grupos RPC e RC apresentaram menor consumo alimentar, sem qualquer
alteracdo no peso corporal e crescimento linear.

Recentemente foi demonstrado que ratos machos cujas mées foram
submetidas a dieta protéico-energética durante a lactacdo apresentaram menor peso
corporal até 180 dias de vida, apesar de consumo alimentar normal. Além disso, os
animais cujas maes foram submetidas a dieta energética durante a lactacao, apesar
de apresentarem consumo alimentar normal, apresentaram menor peso corporal até
52 dias e um aumento no peso corporal apés 140 dias de idade [110]. Portanto,
alteracbes no peso corporal podem ser causadas por outros fatores além da
ingestado alimentar, especialmente aqueles envolvidos com a regulacdo da taxa
metabdlica. Passos e colaboradores [111] demonstraram que a funcao tiredidea €&
alterada em animais submetidos a restricdo alimentar materna durante a lactacdo o
gue poderia explicar as alteragbes de peso corporal.

A relacéo entre nutricdo e reproducéo tem sido amplamente investigada, mas

0 mecanismo exato que liga estes processos ainda nédo é totalmente conhecido.

Vérios fatores devem ser considerados como ligacdo entre o estado nutricional e o

processo reprodutivo, sendo a leptina um forte candidato a modulador deste
mecanismo [112].

A secrecdo de leptina relaciona-se principalmente ao tamanho do tecido

adiposo corporal; a expressao génica de leptina e concentragcbes de leptina
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plasmética no jejum estdo positivamente correlacionadas com o percentual de
gordura corporal [113]. Além disso, sugere-se que o fator crucial na regulacéo sérica
de leptina parece ser a ingestao caldrica e a quantidade de energia armazenada nos
adipécitos [114]. Nossos resultados atuais mostram que ndo ha diferenca no
consumo alimentar ou na massa de tecido adiposo abdominal entre 0s grupos o que
poderia explicar os niveis normais de leptina.

Ha controvérsias no que diz respeito a interacdo entre leptina e hormonios
esterdides. Ao contrario da situacdo em humanos, as concentracdes séricas de
leptina permanecem constantes ao longo de todo o ciclo estral em camundongos
[61] e ratos [115]. No entanto, um estudo mais recente mostra que as concentragdes
séricas de leptina sdo maximas no pro-estro, periodo em que estradiol alcanca o
pico maximo [75]. Neste estudo nds mostramos que ambos, leptina e estradiol
séricos ndo foram alterados pela restricdo alimentar materna durante a lactacéo.
Apesar de ndo podermos confirmar se a secrecao destes horménios é regulada um
pelo outro, este resultado sugere uma interacdo entre ambos os hormoénios, de
acordo com relatos anteriores [61, 115].

Em roedores, os foliculos primordiais sao formados apés 3 dias de idade, e
a primeira remessa de foliculos que se desenvolvem a foliculos antrais ocorre ao
longo das 3 semanas seguintes [116, 117]. De acordo com a literatura [118, 119],
mostramos aqui que, neste periodo, ambos 0s grupos desnutridos apresentam
alteracdes significativas no seu peso corporal. Além disso, a funcgéo tiredidea e a
composicdo do leite sdo alteradas neste momento [118, 119]. Assim, € possivel que
a diminuicdo observada no numero de foliculos primordiais possa resultar de uma
acado direta da restricdo alimentar no ovario dos filhotes nos primeiros dias de vida,
guando os foliculos primordiais sdo formados.

Recentemente Guzman e colaboradores [89] utilizando um modelo
semelhante da desnutricdo durante a lactacdo, demonstraram que ratos com 1 ano
de idade apresentaram um aumento na duragao do ciclo estral e redugéo na taxa de
fertiidade. Nosso dado de reducdo do numero de foliculos primordiais poderia
explicar este fato, sugerindo que a reducao da reserva folicular que serve como um
marcador para o inicio da senescéncia poderia ser responsavel pela diminuicdo na
taxa de fertilidade.

Ha também uma redugcdo no numero total de foliculos ovarianos nos

animais cujas maes foram submetidas a restricdo alimentar durante a lactacéo,



35

embora esta reducdo tenha sido significativa apenas nos foliculos primordiais,
primérios e de Graaf. A partir desta constatacdo, poderiamos esperar uma baixa nos
niveis séricos de estradiol destes animais. No entanto, Zhao e colaboradores [120]
sugerem que uma aromatizacado extragonadal pode tornar-se relevante para manter
0s niveis séricos de estradiol apds a ovarectomia, o que poderia explicar os niveis
séricos de estradiol normal nos animais cujas maes foram submetidas a restricdo
alimentar durante a lactacéao

Dentre todas as isoformas do receptor de leptina, apenas a isoforma longa
OBRDb é considerada capaz de ativar a transducdo de sinal através da membrana
celular [79] e, provavelmente, por este motivo, tem despertado mais interesse do
qgue as outras isoformas. Neste trabalho, nés avaliamos além da isoforma longa,
OBRDb, a expressdo génica das outras isoformas curtas, Obra, OBRc e OBRf e a
isoforma soltvel do receptor, OBRe, e a expressao génica da leptina ovariana.

Tem sido sugerido que a leptina atua de forma autdcrina, regulando a sua
prépria expressao através de receptores de leptina no tecido adiposo [79, 121] e nos
ovarios [79]. Neste trabalho n6s mostramos que a expressdo génica de leptina no
ovario e as isoformas, OBRa e OBRb, sdo reduzidas, enquanto as isoformas OBRc
e OBRf sdo aumentadas pela restricdo alimentar materna durante a lactacéo. Estes
resultados sugerem que, no ovario, apés a restricdo alimentar materna durante a
lactacdo, a leptina age de forma autécrina regulando a expressdo dos seus
receptores. A reducdo na expressdo génica de leptina pode ser diretamente
relacionadas a reducéo das isoformas OBRa e OBRb e inversamente relacionada as
isoformas OBRc e OBR.

A deficiéncia de leptina em camundongos esta associada com a supresséo da
foliculogénese ovariana e aumento do apoptose de células ovarianas da granulosa
[78]. Sendo o OBRb o receptor funcional para leptina enquanto o OBRa parece estar
envolvida com o transporte de leptina para o ovocito, podemos supor que as
mudancas observadas na expressdo génica da leptina, nas isoformas do receptor
OBRa e OBRb apo0s restricdo alimentar materna durante a lactacdo podem ter
contribuido para a reducéo na foliculogénese nestes animais. Apesar de nenhuma
funcdo especifica ter sido descrita para as isoformas curtas ainda, o0 aumento da
expressao génica de OBRc e OBRf, especialmente no grupo RC, poderia ter sido

importante para manter o crescimento e desenvolvimento de alguns foliculos.
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Provavelmente este mecanismo de compensac¢do poderia ser responsavel pela ndo
diferenca estatistica entre os grupos em algumas classes de foliculos.

Nos seres humanos, a maioria da leptina circula ligada a macromoléculas no
soro, que podem modular a bioatividade do ligante e a biodisponibilidade para os
tecidos-alvo [122]. Em individuos magros com uma massa de tecido adiposo
relativamente pequena, a maioria da leptina é circula na forma ligada, enquanto a
proporcao de leptina livre estd aumentada no soro de pacientes obesos [122, 123]. A
leptina livre pode ter um turnover mais rapido devido a clivagem proteolitica ou
aumento do clearance. Durante o jejum, uma diminuicdo na concentracao livre de
leptina tem sido observada, enquanto que nenhuma mudanca foi observada na
leptina ligada em ambos o0s grupos magros e obesos [123]. Pode-se especular que a
relacdo de leptina livre / total ndo é constante, mas que, dependendo do estado
nutricional e metabdlico, existe um equilibrio dindmico entre a leptina ligada as
proteinas circulantes e a leptina livre [31].

A restricdo alimentar materna néo alterara a isoforma solavel do receptor da
leptina, a OBRe. Em camundongos, foi relatado que a isoforma OBRe, é produzida a
um nivel suficientemente elevado para agir como um sistema de tamponamento
para a leptina livre circulante [124]. Portanto, podemos supor que a expressao
normal de OBRe foi importante para manter inalterado o nivel sérico de leptina.

Os dois diferentes tipos de dietas dadas as maes durante a lactacao
causaram efeitos diferentes em alguns parametros avaliados. As alteracfes
observadas na expresséo génica de leptina e de todas as isoformas dos receptores,
exceto a isoforma soluvel, e também no numero de foliculos priméarios e de Graaf
foram mais pronunciados nos animais cujas maes foram submetidas a dieta
energeética durante a lactacdo. Provavelmente estas diferencas estdo relacionadas
com algum micro ou macro nutriente da dieta, uma vez que ja foi relatado que o leite
das ratas submetidas a dieta protéico-energética ou energética apresentam
diferencas quanto a quantidade de proteina e lipideos [125].

Nés ndo mensuramos a leptina sérica no inicio da vida, mas alguns
trabalhos tém mostrado que a leptina é diminuido nos primeiros dias de vida apos a
restricdo alimentar materna durante a lactacdo, desempenhando um papel
importante na programacéo neonatal [110, 126]. Vickers e colaboradores [127]
revelaram que varias consequéncias metabdlicas da restricdo alimentar materna

foram revertidas pelo tratamento neonatal com leptina e que alteragdes perinatais
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nos niveis de leptina podem desempenhar um papel crucial na determinacdo da
ocorréncia de sequelas metabdlicas a longo prazo.

A nocdo de que a nutricdo durante fases iniciais do desenvolvimento
humano pode predispor individuos ou programar doenca na vida adulta tem
despertado grande interesse, especialmente desde a Ultima década. Podemos
sugerir que tanto as dietas de restricdo energética e protéico-energética durante a
lactacdo programam a funcdo ovariana da prole, levando a uma reducdo na
foliculogénese, provavelmente em consequéncia da baixa expressdo dos genes da
leptina e das isoformas de seus receptores. Com base no fato de que o tecido
adiposo poder aumentar em numero ou tamanho em qualquer tempo de
desenvolvimento, este ndo deve estar sob controle de uma programacao metabdlica.
O fato pode explicar a manutencédo de sua funcdo como a sintese e secrecao de

leptina e aromatizagdo para manter os niveis séricos normais de estradiol e leptina.
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CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que ambos os tipos de restricdo alimentar
materna durante a lactacdo programam a funcédo ovariana da prole, levando a uma
reducdo na foliculogénese, provavelmente em consequéncia da alteragcdo na

expressao dos genes da leptina e das isoformas de seus receptores.
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ANEXOS

Anexo A — Protocolo de aprovacdo da Comissdo de Etica para cuidado e uso de

animais experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes.



Anexo B — Submisséo do artigo para revista Endocrinology.
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