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

INDEX TERMS: Immunolocalization, leptin receptor, yellow-toothed cavy, Galea spixii, ovary, adipocytokines,
hystricomorphs, Caviidae, rodent reproduction.

RESUMO.- A leptina, uma citocina produzida pelas células
adiposas, € alvo da comunidade cientifica por acreditarem
que ela apresente impacto sobre a reproducdo dos animais
promovendo a puberdade, foliculogénese e oogénese, ciclo
estral e auxiliando na fecundagao. A compreensao dos
mecanismos que controlam a atividade reprodutiva de preas
(Galea spixii) possui papel relevante para a preservacgdo da
espécie. Desta forma, o presente trabalho propo6s analisar a
imunolocalizag¢do dos receptores de leptina (Ob-R) no ovario de
preds. Coletaram-se os ovarios de 20 fémeas adultas, ndo prenhes
e saudaveis. As amostras foram fixadas em paraformaldeido
a 4% em tampao fosfato, incluidas em parafina e seccionadas
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para a realizagdo de imunohistoquimica (IHC). As sec¢oes
foram fotomicrografadas e avaliadas quanto a intensidade
da reacgdo. Observou-se forte imunorreagdo no oécito e nas
células da teca, moderada nas células do estroma ovariano e
nas células luteinicas grandes e fracamente coradas nas células
da granulosa, endoteliais, perivasculares e células luteinicas
pequenas. Quando comparado a expressao de receptores ao
longo do desenvolvimento folicular foi observado que o o6cito
e as células da teca se mantiveram com expressdo na mesma
intensidade. Entretanto, as células da granulosa apresentaram
forte marcacdo nos estadios pré-antrais enquanto que nos
foliculos antrais apresentou fraca intensidade. Concluimos
que em ovarios de Galea spixii existe a presenca de Ob-R nas
principais estruturas do ovario sugerindo que este hormonio
desempenhe papel fundamental na reproducdo desta espécie.

TERMOS DE INDEXACAO: Imunolocalizacio, receptores de leptina,
ovario, pred, Galea spixii, adipocitocinas, histricomorfos, Caviidae,
reproducdo de roedores.
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INTRODUCAO

Aleptina tem sido creditada importancia tanto na homeostase
energética quanto nareproducgdo (Hu etal. 2014). A evidéncia
direta de que aleptina estava envolvida na reproducao foi obtida
através de estudos com camundongos obesos (Ob/Ob) que
sdo deficientes nesse hormonio e eram inférteis, porém apds
administracdo de doses de leptina, adquiriram a capacidade de
reproduzir (Chehab etal. 1996). Ahima et al. (1997) demonstram
que injecoes de leptina em camundongos fémeas jovens faziam
com que esses animais alcangassem a puberdade cada vez
mais precocemente sem alterar o peso corporal, sugerindo
que a leptina atue regulando o sistema neuroendécrino e
consequentemente a funcdo reprodutiva.

0 mecanismo de agdo da leptina no ovario, é explicado de
varias maneiras, uma delas é sua acdo direta sobre a atividade
secretora do ovario, outra é atuando de forma indireta sobre a
angiogénese e também na apoptose folicular (Hu et al. 2014,
Reshma et al. 2016). Este hormonio também atua de forma
indireta como ativador do sistema neuroenddcrino, exercendo
os seus efeitos sobre no eixo hipotadlamo-hipofisario-gonadal.
Além de estimular o GnRH, a leptina atua diretamente na
hipéfise estimulando a secrecdo de FSH e LH (Ogura et al.
2001, Cavalcante et al. 2013).

A expressdo da leptina e de seus receptores no ovario ja
foi relatada em diversas espécies animais como mamiferos
(Albrizio et al. 2013, Batista et al. 2013), entres eles, alguns
roedores, como emratos (Ryan etal. 2002, 2003) e camundongos
(Dupuis etal. 2013); bem como em aves (Adachi etal. 2008) e
peixes (Escobar et al. 2016). Porém, até o presente momento
ndo ha na literatura nenhum relato de estudos deste hormonio
em preas.

Galea spixii é um roedor amplamente distribuido pela
América do Sul, e no territério brasileiro é encontrado em
todos os estados do nordeste, além do Parana, Mato Grosso,
Minas Gerais e Distrito Federal (Souza et al. 2013). Esse animal
possui um importante papel ecoldgico, atuando na dispersdo de
sementes e contribuindo para o desenvolvimento de seu habitat
(Barboza etal. 2016). No entanto, sdo animais que se adaptam
bem ao cativeiro, e podem ser criados em larga escala pelos
pequenos produtores rurais, sendo fonte alternativa de carne
de baixo custo e de elevado valor nutritivo desempenhando um
papel crucial nos meios de subsisténcia e seguranca alimentar
de varias comunidades rurais e urbanas, especialmente durante
as épocas de seca (Barboza et al. 2016, Santos et al. 2017).

As fémeas de preas possuem ciclo estral continuo
dividido em fases (proestro, estro, metaestro e diestro), com
duracdo de 14 a 18 dias e apresentando periodo gestacional
de 48 dias (Santos et al. 2017). Porém ainda pouco se sabe
sobre a reproducdo desta espécie. Logo, a compreensao dos
mecanismos que controlam a atividade reprodutiva de preas
possui papel relevante para a preservacdo da espécie além
do desenvolvimento de técnicas para aumentar a eficiéncia
produtiva. Portanto, o presente trabalho visou analisar os
receptores de leptina nos ovarios de prea (Galea spixii), como
primeiro passo para compreender sua importancia sobre a
reproducdo dessa espécie.

MATERIAL E METODOS

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

Selecdo dos animais. Foram selecionadas 20 fémeas de prea
(Galea spixii) adultas, oriundas do Centro de Multiplicagdo de Animais
Silvestres (CEMAS) da UFERSA.

Coleta das amostras. Para coleta das amostras os animais foram
pesados e pré-medicados com a associacdo de cloridrato de xilazina
na dose de (4mg.kg?) e cloridrato de cetamina (60mg.kg?) por via
intramuscular. Apdés 10minutos, os animais foram anestesiados com
sobredose anestésica de tiopental (60mg.kg!) por fim a administracido
de cloreto de potassio 2,56mEq.Kg?, para eutanasia, sendo ambos
os farmacos por via intracardiaca. Depois de constatada a morte dos
animais, procedeu-se uma incisao abdominal ventral com intuito de
promover a coleta dos ovarios. Também foi coletada uma amostra
de tecido adiposo intra-abdominal.

Processamento histoldgico das amostras. Os ovarios foram
fixados em solu¢do de paraformaldeido a 4% tamponado com
fosfato de sédio 0.1M, pH 7,2, a 4°C por 24 horas. Apds fixacdo,
o material foi lavado em agua corrente por 30 minutos para
retirada do excesso de fixador. Em seguida, desidratadas em
solugdes de concentragdes crescentes de alcool (70, 80, 90, 95°GL)
e trés solugdes a 100°GL, permanecendo em cada uma delas por
30 minutos, de modo a garantir total desidratacdo do material.
Apds desidratagdo, as amostras foram imersas em duas solugdes de
xilol durante 30 minutos cada para diafanizacdo. Posteriormente,
os fragmentos foram imersos em parafina onde permaneceram
“overnight”. No dia seguinte, os ovarios foram realocados para uma
segunda parafina por 60 minutos para entdo serem emblocados
separadamente e identificados. Os ovarios foram totalmente
fragmentados em cortes continuos com espessura de 3um com
auxilio de micrétomo (LEICA RM 2125 RT) em laminas silanizadas
(StarFrost® Advanced Polycat, Alemanha) que foram submetidas
ao processo de imunohistoquimica e fotomicrografadas para
identificacdo das estruturas.

Imunohistoquimica para receptores de leptina. Para a realizagdo
da imunohistoquimica, os cortes foram submetidos a sequéncia
de imersdo em duas solugdes de xilol por 10 minutos cada, depois
imersos em solugdes decrescentes de alcool em trés solugdes de
alcool absoluto, depois uma a 95°GL, uma a 80°GL e uma de 70°GL
por cinco minutos cada, e por fim as amostras permaneceram em
agua destilada por mesmo tempo. A recuperacdo antigénica foi
realizada por meio da imersdo das laminas em solugdo de citrato
de s6dio 10mM, (pH 6,0) tamponado com solu¢do de tampdo
fosfato salino (PBS) e aquecidos em trés sessdes de 5 minutos
em micro-ondas caseiro na poténcia maxima, tendo o cuidado de
evitar a fervura do material. Apds o resfriamento das amostras,
procedeu-se o bloqueio da peroxidase enddgena mergulhando as
sec¢des em uma solucdo contendo 1% de perdxido de hidrogénio
diluido em PBS por 10 minutos. O material foi lavado em outra
solucdo de fosfato salino duas vezes e sob agitacdo, por 5 minutos
cada lavagem. Para o bloqueio das reag¢des inespecificas utilizou-se
uma solug¢do proépria incluida no kit do anticorpo secundario
(ImmunoCruz™ rabbit ABC staining System - sc-2018), gotejando
sobre os cortes presentes na lamina até cobri-los. As laminas
contendo os cortes foram armazenadas em camara umida por
30 minutos sob refrigeragdo. Seguindo-se com uma lavagem em
PBS sob agitacdo em trés séries de 5 minutos e secadas com papel
toalha. Para a marcagdo dos receptores de leptina foi instilado 70pL
do anticorpo contra receptores de leptina (OB-R H-300 Rabbit IgG,
sc-8325, Santa Cruz®, anticorpo recomendado para as formas curtas
e longas dos receptores) na concentragao de 1:50 diluido em PBS,

Pesq. Vet. Bras. 38(3):558-564, mar¢o 2018



560 Lua B. Macédo et al.

e logo em seguida as laminas foram colocadas em camara timida
por 12 horas sob refrigeragio. No dia seguinte, as 1aminas foram
lavadas com PBS e em seguida todos os cortes foram incubados
com o anticorpo secundario biotinilado contra anticorpo de coelho
(donkey anti-rabbit IgG-B: sc-2089, Santa Cruz®) em cdmara imida
por 30 minutos e novamente lavadas em PBS e em seguida incubada
com o complexo avidina-biotina em camara imida por 30 minutos e
lavadas em PBS novamente. Em ambiente escuro, foi instilada uma
gota do agente cromégeno diaminobenzidina (DAB) em cada sec¢do
sendo imersas em dgua destilada ap6s 3 minutos. Apds suspensa
todas as reagdes, as laminas foram banhadas em hematoxilina
de Harris, por 10 segundos, e mergulhadas em alcool absoluto e
xilol e conseguinte montadas com Permount® (Fisher Chemical).
Asreagdes positivas foram reconhecidas pela coloragdo vermelho
amarronzadas enquanto que as negativas, colora¢do branca. Cortes
de ovario de bovinos e tecido adiposo dos preds foram utilizados
como controle positivo da rea¢do (conforme recomendacio
do fabricante) e seguindo a mesma metodologia supracitada.
Os controles negativos envolveram a omissdo da incubagdo com
o anticorpo primario (OB-R H-300 Rabbit IgG, sc-8325, Santa
Cruz®) do procedimento. No se visualizou imunorreatividade nas
preparacdes controle. As melhores laminas foram selecionadas e

suas secgdes fotomicrografadas com a utilizagdo de um microscépio
com camera acoplada (LEICA DM500) sendo capturadas tanto
imagens das sessdes positivas quanto das negativas.

Quantificando a imunorreacao. Para quantificar a
intensidade das reagdes positivas de cada estrutura do ovario
seguiu-se a metodologia empregada por Fatima et al. (2013)
na qual foram selecionadas trés secgdes para cada estrutura e
analisadas por trés observadores independentes, seguindo os
critérios determinados: Auséncia (1), fraco (2), moderado (3),
forte (4) e muito forte (5).

Analise estatistica. As medianas da intensidade de marcagao
quanto a imunohistoquimica foram comparadas por Kruskal-Wallis
seguido de Dunn. Todas as comparagdes foram realizadas em fun¢do
dos diferentes tipos celulares com nivel de probabilidade de 5%,
sendo utilizado para tal finalidade o software BioEstat 5.0.

RESULTADOS

A imunorreacdo para Ob-R foi detectada em varias células
do tecido ovariano de preds. As marcagoes positivas foram
localizadas nas células da granulosa, células da teca, odcito,
células do estroma, endoteliais e perivasculares, assim como no
corpo luteo e tecido adiposo periovariano (Fig.1). No entanto,

Fig.1. Imunolocalizacdo de receptores de leptina em ovario (A-F) e tecido adiposo (E) de prea. (A) Corpo liteo apresentando reagdo
positiva. (B) CL positivo, células luteinicas grandes positivas (seta cheia) e células pequenas (seta vazia). (C) Estroma ovariano positivo
(seta cheia) e odcito (seta vazia). (D) Foliculo terciario positivo, células da granulosa fracamente coradas (seta cheia) e células da teca
intensamente coradas (seta vazia). (E) Tecido adiposo periovariano apresentando imunomarcacao. (F) Tecido ovariano apresentando
marcacgdo positiva, endotélio e células perivasculares positivas (seta cheia). As imagens A, C’ e E’ sdo imagens do controle negativo.
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Fig.2. Foliculos ovarianos de Galea spixii em diversos estadios de
desenvolvimento. (A) Oécito em foliculo primordial exibindo
intensa coloragdo (seta vazia), o6cito com forte marcagdo em
foliculo primario (seta cheia). (B) O6cito com marcagdo muito
intensa em foliculo secundario (seta vazia) e células da teca
também fortemente coradas (seta cheia). (C) Células da teca
e o6cito fortemente marcados em foliculo antral (seta vazia).

aintensidade de marcagdo variou. As células da teca e o odcito
apresentaram reacgdo forte, o estroma apresentou marcagao
moderada, enquanto as células da granulosa, endoteliais e
perivasculares revelaram reac¢ao fraca (Quadro 1). Nos vasos
sanguineos, as células endoteliais e as perivasculares indicaram
positividade para Ob-R principalmente quando préximas a
foliculos em desenvolvimento. O tecido adiposo periovariano
também apresentou receptores de leptina (Fig.1).

Comparando a marcac¢do dos receptores de leptina
no decorrer das fases de desenvolvimento dos foliculos,
também se observou variagido na intensidade. As células da
teca, quando presentes, possuiam intensa marcagio (Fig.2),
entretanto as células da granulosa se apresentaram mais
intensamente coradas nos estadios iniciais dos foliculos
do que nos finais (Fig.3). O odcito apresentou uma intensa
imunorreac¢do independente do estadio de desenvolvimento
do foliculo (Fig.2).

Em uma visdo geral, o corpo liteo apresentou uma extensa
marcacdo, porém mais intensa na regido interna da glandula
do que em sua capsula. A intensidade também variou quando
comparados as células esteroidogénicas, nas células luteinicas
grandes houve marcacdo moderada, enquanto as células
luteinicas pequenas apresentavam fracamente positivas (Fig.1).

Quadro 1. Quantificacdo da intensidade de
reacio da imunohistoquimica para Ob-R em
ovario de preas (Galea spixii)

Células Intensidade de Marcagdo
2,007 (1,00 - 3,00)
5,004 (3,00 - 5,00)
5,004 (2,00 - 5,00)
3,00 (3,00 - 5,00)
3,00 (1,00 - 5,00)
2,00** (1,00 - 5,00)
3,004 (1,00 - 5,00)
2,00%* (1,00 - 5,00)
Letras mindsculas indicam comparagdo entre linhas. A intensidade
da imunocoloracio foi graduada de 1 a 5, usando o critério a seguir:
1 = ausente, 2 = fraco, 3 = moderado, 4 = forte, 5 = muito forte. Os valores
foram expressos em mediana e entre parénteses o valor minimo e maximo.
Letras sobrescritas diferentes indica diferenca significativa (p=0,05).

Células da Granulosa
Células da Teca
Odcito
Células do estroma
Células endoteliais
Perivasculares
Luteinicas grandes
Luteinicas pequenas

Fig.3. Células granulosas com diversas intensidades de marcac¢do. (A) Foliculo secundario apresentando odcito e células da granulosa
fortemente marcadas (seta cheia). (B) Foliculo antral apresentando células da granulosa com marcacio fraca (setas vazias).
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DISCUSSAO

A leptina apresenta papel importante na reproducio sendo
necessaria para manutencdo da capacidade reprodutiva
dos animais (Taheri & Parham 2016). Atuando por meio
de seus receptores, ela influencia a fisiologia do ovario.
0 envolvimento direto desse hormonio nas fun¢ées ovarianas
ja foram demonstradas em muitas espécies (Kumar et al.
2012, Albrizio et al. 2013, Batista et al. 2013), entretanto,
até o presente momento ndo ha relatos na literatura de
estudo deste horménio e seus receptores em Galea spixii.
Neste experimento, n6s demonstramos pela primeira vez
a imunolocalizagdo de receptores de leptina nesta espécie.

No presente trabalho foi observado a imunolocalizagao
dos receptores de leptina (Ob-R) nas principais estruturas
do ovario, como: células foliculares, odcitos e corpo ltteo.
Estes achados associados as marcagdes do hormonio da leptina
encontradas em ratos (Ryan etal. 2002), bovinos (Sarkar et al.
2010), caprinos (Batista et al. 2013), nas mesmas estruturas
nos faz acreditar que a leptina atue de forma paracrina
e/ou autécrina e que interaja com seus receptores em um
mecanismo de autorregulacdo. Outro achado na literatura
que embasa essa teoria, é que, animais com deficiéncia na
expressao de receptores de leptina (db/db) apresentam
concentragdes suprafisiolégicas de leptina em sua corrente
sanguinea (Wang et al. 2014). Entretanto essa afirmagao pode
ndo ser verdadeira na fisiologia de preds, uma vez que nao
foi analisada a expressao do préprio hormonio nesta espécie.

Com base nos resultados desta pesquisa, foram encontrados
receptores de leptina nos odcitos, células da teca, células da
granulosa, corpo luteo, endotélio e células do estroma ovariano
de preas (Galea spixii). Resultados semelhantes foram relatados
em caprinos (Batista etal. 2013), ratos (Archanco etal. 2007),
ovinos (Taheri & Parham 2016), bubalinos (Kumar et al.
2012) e suinos (Smolinska et al. 2013). O que indica que
este hormonio possa atuar de forma semelhante nas células
ovarianas de espécies diferentes.

Foi demonstrada neste trabalho, através da técnica de
imunohistoquimica, a presenca de receptores nos oécitos
de preas, a qual se demonstrou forte intensidade em todos
os estadios de desenvolvimento folicular, sugerindo que
nesta espécie, a leptina possua participacdo primordial no
metabolismo do odcito. Estes mesmos resultados foram
demonstrados por Ryan et al. (2002) e Taheri & Parham
(2016). A possivel acdo da leptina nesta estrutura pode ser
explicada de duas maneiras: devido a acdo direta da leptina
sobre seus receptores, presente no nucleo do o6cito que ativam
a MAPK e, consequentemente, promovendo sua maturacao.
Essa hipotese foi demonstrada por Craig et al. (2005) que
avaliou a acdo da leptina sobre a maturacio de odcitos de
suinos, eles observaram que quando introduziam a leptina
na cultura havia um aumento na expressio de MAPK e uma
maturacdo maior de oécitos, entretanto quando utilizavam
um bloqueador especifico de MAPK (U0126) dessa reacao,
havia redugédo na expressio desta proteina nos odcitos. A outra
forma seria por meio da acdo indireta da leptina nas células
foliculares ou na angiogénese ovariana.

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

A alta expressdo de receptores de leptina na teca pode
indicar que esse hormonio participe do desenvolvimento
folicular e odcitario. Com base nos achados desta pesquisa,
acredita-se numa possivel associacdo deste hormdnio com
as células da teca para a oogénse, uma vez que € sabido que a
leptina promove nas células foliculares, a producio de esterol
ativador de meiose (MAS), que promovera a maturagdo do
odcito (Ryan et al. 2002).

Quanto a angiogénese, este estudo observou vasos (endotélio
e células perivasculares) intensamente corados, préoximo
a um foliculo em desenvolvimento, como demonstrado na
Figura 1F. Aleptina atua na angiogénese através do aumento
na expressao de citocinas que promovam a vascularizagao
do ovario como é o caso do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) (Joo etal. 2010, Wiles etal. 2014). Com essa
possivel acdo sobre a vascularizacdo, a leptina promove o
aumento da microcirculacio nas adjacéncias dos foliculos e
odcitos, desencadeando maior aporte de nutrientes, hormonios
esteroides, gonadotrofinas e oxigénio que servirdo de subsidio
para prolifera¢do celular desencadeado pela ativagdo da
cascata da proteina MAPK. Acredita-se ainda, que os receptores
de leptina nas células endoteliais, por meio dos receptores
Ob-Ra e Ob-Rc atuem na captacdo do hormonio leptina na
corrente sanguinea transportando-o para dentro do ovario
e que neste, possa exercer sua influéncia, corroborando com
os achados desta pesquisa.

No presente trabalho, foi observado que nas células da
granulosa, nos foliculos antrais, apresentavam fraca reagao
ao anticorpo contra o receptor. Este resultado corrobora com
Batista et al. 2013 que avaliaram a presenca deste receptor
nessas mesmas células de caprinos. A presenca desses receptores
nas células da granulosa tem sido associadas a estimulacdo
da produgio de esteroides por elas (Karamouti et al. 2008),
ou ainda, que ele atue como um fator proliferativo ou anti
apoptotico (Wen et al. 2015).

Comparando as fases de desenvolvimento folicular,
notou-se que as células da granulosa nos foliculos pré antrais
apresentavam mais forte marcagdo aos receptores da leptina,
ao contrario dos antrais, que demonstraram fraca marcagao
(Fig.3). Essa discrepancia entre as marcagdes se deve ao
mecanismo da leptina em atuar em receptores intracelulares,
ativando cascatas mitogénicas e fazendo com que este hormonio
atue como fator de proliferacédo celular. Como os foliculos pré
antrais necessitam de uma maior proliferacdo celular para
seu desenvolvimento, eles necessitam de maiores quantidades
de receptores para este hormonio, o que justifica sua intensa
marcacdo, ja nos foliculos antrais, onde a mitose ndo é tdo
intensa, ndo se faz necessario grande expressao de receptores,
como demonstrado por Wen etal. (2015) que comprovou que
aleptina exercia efeito proliferativo em células cultivadas da
granulosa de ganso.
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Apoés a ovulagdo, as células da teca e de granulosa, sofrem
um processo de luteinizacdo, que culmina na formacdo do
corpo lateo (CL). A identificacdo de receptores nas células do
CL de preas (Galea spixii) indica que a leptina possa influenciar
no metabolismo desta estrutura. Os mesmos achados foram
encontrados por Sarkar et al. (2010), Balogh et al. (2012) e
Kumar etal. (2012), que avaliaram a expressdo de receptores de
leptina no CL de bovinos, caninos e bubalinos respectivamente.
A influéncia da leptina nas células luteinicas é concentrada
no aprimoramento das proteinas responsaveis pela produgdo
de progesterona (P4), e assim aumentando sua produgao.
Esta hipotese é reforcada pelos achados encontrados por
Smolinska etal. (2010) e Kumar etal. (2012) que observaram
uma correlagio entre os niveis de leptina e a expressao dessas
enzimas em células do CL no qual a elevacio de leptina
promovia uma maior expressao das proteinas STAR, P450scc
e 3B-HSD enzimas responsaveis pela quebra e captacdo de
precursores, conversao e producio de P4.

Ainda sobre o corpo luteo, foi observado neste estudo,
alteracdes na intensidade de reacdo a anticorpo entre as
células luteinicas, sendo as células luteinicas grandes coradas
mais intensamente que as células luteinicas pequenas.
Este mesmo dado foi observado também em corpos ltiteos de
bufalas (Kumar etal. 2012). A explicagdo para essa alteragao
pode estar na producdo de progesterona por essas células.
As células luteinicas grandes apresentam alta produgdo de
progesterona, que faz com que elas acumulem uma maior
quantidade de receptores de leptina para que esta possa
maximizar sua producdo. Entretanto, as células luteinicas
pequenas, cuja producdo de progesterona é reduzida, ndo
precisam expressar tantos receptores para a leptina.

O estroma ovariano é formado por tecido conjuntivo,
principalmente fibroblastos (Rossetto etal. 2011). Foi observada
neste estudo, forte marcagdo de receptores de leptina no
fibroblasto do estroma ovariano. A julgar pela maior concentragao
de fibroblastos no tecido ovariano, acredita-se que a funcdo da
leptina no estroma ovariano esteja relacionada nesta célula.
Segundo Glasow etal. (2001), o tecido conjuntivo é a principal
fonte de sintese e acdo das citocinas. Como os fibroblastos e
adipocitos estao intimamente relacionados devido sua origem
em comum das células germinativas, ha hipétese de que os
fibroblastos poderiam ser uma outra fonte de produgio de
leptina, fazendo com que essas células expressem receptores
como forma de autorregulagio.

CONCLUSOES

Osresultados demonstram a presenca de imunomarcacdo
de receptores para leptina por meio de imunohistoquimica no
odcito, células da teca e da granulosa em todos os estadios de
desenvolvimento dos foliculos, corpo ltteo tanto nas células
luteinicas pequenas quanto nas grandes, células endoteliais
e perivasculares assim como do estroma do ovario de preas
(Galea spixii); com diferentes intensidades entre as estruturas
ovarianas indicando que nesta espécie a leptina atua de forma
diferenciada em cada umas delas.

Com base nisso, é possivel sugerir que a leptina desempenha
papel fundamental na reproducdo desta espécie.
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