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1 INTRODUCAO

A leptina é uma proteina expressa primariamente no tecido adiposo branco,
além da placenta, glandula mamaria, testiculos, ovarios, endométrio, estdmago,
hipotalamo, hipo6fise e diversos outros 6rgaos. A leptina atua no balango energético
corporal, tendo reflexos sobre a fun¢ao reprodutiva (Barb & Kraeling, 2004).

O receptor da leptina (Ob-R) € um membro da classe de receptores de
citocinas | com seis isoformas conhecidas e a forma longa do receptor, OBR-b,
(Hakansson & Meister, 1998), tem sido descrita em diversos 6rgaos, incluindo o
hipotalamo e os ovarios (Lee et al.,1996). A expressao do gene da leptina e de seu
receptor (OBR-b) foram observados no hipotalamo de leitoas pré-puberes e puberes,
de porcas gestantes e de fetos (Lin, et al., 2001).

A avaliagdo dos sistemas reprodutivos de fémeas suinas descartadas,
colhidos no frigorifico apés o abate, pode ser uma fonte de informacdo sobre
algumas falhas reprodutivas, auxiliando no monitoramento do descarte das fémeas
(Karveliene et al, 2007). Como estas avaliagbes normalmente se restringem ao
exame macroscopico, sua combinagcao com técnicas de diagndstico mais precisas,
permitem agregar informagbes sobre o estado hormonal e metabdlico das fémeas
descartadas (Lucia et al., 2011).

Este estudo objetivou relacionar o perfil de imunomarcacao da leptina e do
seu receptor (OBR-b) no hipotdlamo, no Gtero e nos ovarios com a causa de
descarte de porcas.

2 MATERIAL E METODOS

Amostras de 6rgaos reprodutivos e do cérebro de 28 porcas descartadas, de
cinco granjas que possuiam a mesma base genética foram colhidas no frigorifico,
por ocasido de seu abate. As amostras foram identificadas individualmente, sendo
realizada a avaliagdo macroscoépica dos 6rgaos genitais. O conjunto de informacodes
foi registrado em fichas especificas.

As causas de descarte foram obtidas a partir dos registros individuais das
fémeas, disponiveis no banco de dados PigCHAMP® e classificadas em 5 grupos:
falhas reprodutivas, como anestro, aborto e repeticao de cio (n = 12 fémeas); baixa
producéo de leitdes (n = 4 fémeas); idade avancada (n = 4 fémeas); metrite (n = 4
fémeas); e problemas locomotores (n = 4 fémeas).

Fragmentos dos ovérios e do utero foram colhidos e acondicionados em
solucdo de Bouin. Os fragmentos de hipotalamo foram colhidos com um corte
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transversal da cabeca e acondicionados em formol a 10%. As amostras foram
encaminhadas para processamento histolégico de rotina.

Para a técnica de imunohistoquimica (IHQ), foram utilizados os anticorpos
policlonais anti-leptina e anti-receptor de leptina (A-20, Santa Cruz Biotechnology,
CA, EUA). A recuperacgao antigénica foi realizada em solugéo de citrato pH 6,0, em
calor umido sob pressao. O bloqueio da marcagao inespecifica foi realizado com
albumina sérica bovina (BSA) a 3% para a analise da leptina e com BSA a 10% para
andlise do receptor da leptina (Ye, 2009).

Para a adicao dos anticorpos secundarios nas laminas marcadas com leptina
foram instiladas o sistema streptavidina-biotina-peroxidase (kit LSAB - Dako K0690
Corporation, CA, USA). Naquelas marcadas com receptor de leptina foram instiladas
com kit Histofine® (Nichirei Bioscience, Tokyo, Japan) (Ye, 2009). A reacédo foi
revelada por meio da adicdo de solucdo de diaminobenzidina-peroxidase (DAB-
peroxidase, Corporation CA, USA), acrescentada em tempo padrdo para cada um
dos cortes. Os cortes foram contracorados com Hematoxilina de Mayer filtrada por 1
minuto e as laminulas foram fixadas com resina sintética (Sigma Chemical
Company®, St. Louis, MO, USA). As laminas foram analisadas conforme os sitios de
atuacao da leptina e seu receptor (Smolinska et al., 2007).

As imagens analisadas foram capturadas por camara digital (Olympus DP72),
acoplada a um microscépico de campo claro (Olympus BX 51, Tokyo, Japan)
utilizando as objetivas 10X (para as laminas de uUteros) e 40X (para as laminas de
hipotalamo e ovarios). Foram avaliados cerca de 1.100 neurdnios, 1.400 glandulas
endometriais e 478 ovdcitos. As andlises foram realizadas a partir do software Image
J®, utilizando o aplicativo 16-bit Histograma, para a obtengao do valor de moda para
cada area selecionada. Este aplicativo utiliza uma escala com valores de 0 a 255, na
qual o valor 0 indica maior intensidade de marcacéao e o valor 255 indica auséncia de
marcacao.

Os valores médios das modas para a intensidade da imunomarcacdo em
cada uma das estruturas classificadas foram comparadas entre as causas de
descarte das fémeas através de analise de variancia, com comparacao entre médias
através do teste de Tukey (Statistix®, 2008).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra a imunomarcacdo para leptina no citoplasma dos
neurénios do hipotalamo (HP Lep), nos ovécitos (OT Lep) e nas glandulas
endometriais (UT Lep). A HP Lep foi mais intensa nas porcas descartadas por
problemas reprodutivos e idade avancada (p<0,05). Enquanto que a UT Lep foi mais
intensa nas porcas descartadas por falhas reprodutivas (p<0,05), seguida dos
animais descartados por problemas locomotores e por idade avangada, os quais nao
diferiram entre si (p>0,05). A imunomarcagao mais fraca ocorreu para as fémeas
descartadas por baixa producao de leitdes e por metrite (p<0,05). No entanto, os OT
Lep mais intensamente marcados pertenciam as fémeas descartadas por metrite
(p<0,05), e aqueles com imunomarcagdo menos intensa pertenciam as porcas
descartadas por problemas locomotores e idade avangada. Nao houve diferenca na
imunomarcacao entre as fémeas removidas por falhas reprodutivas e por baixa
producédo de leitbes quando comparadas com 0s animais das demais causas de
descarte (p>0,05). A presenca marcante de leptina no hipotalamo e no Utero pode
ser explicada pelo fato de ndo terem sido observadas patologias durante o exame
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macroscopico do uteros e dos ovarios. De acordo com Czaja et al. (2002), uma forte
imunorreatividade da leptina e do OBR-b foi encontrada em areas especificas do
hipotalamo de porcas, revelando que projecoes dos neurdbnios com OBR-b
estabelecem uma ligacao entre o hipotalamo e outras regides do cérebro envolvidas
na saciedade e na funcado reprodutiva. Além disso, esta isoforma é a mais
competente na ativagdo das vias de sinalizacdo intracelulares e dos sinais de
transcricdo da leptina, sendo predominantemente localizada na regiao hipotalamica
(Chen et al.,1996). Também ¢ importante ressaltar que, ao longo do seu
desenvolvimento puberal fisiol6gico, as fémeas suinas tém elevadas concentracdes
séricas de leptina (Quian et al., 1999).

Na Tabela 2 pode ser observado a imunomarcacao para o receptor da leptina
no citoplasma dos neurénios do hipotdlamo (HP Rep), nos ovécitos (OT Rec) e nas
glandulas endometriais (UT Rec). Assim como a imunomarcagao para HP Lep foi
inferior a observada nas fémeas descartadas por problemas locomotores (p<0,05)
(Tab.1), o mesmo foi observado para o HP Rec (Tab. 2), que foi semelhante para
todos o0s grupos, exceto para as porcas descartadas por problemas locomotores,
que apresentaram intensidade de imunomarcagao inferior as demais (p<0,05). Neste
contexto, é importante avaliar o escore corporal destas matrizes, pois a ocorréncia
de lesdes de cascos aumenta conforme a diminuicdo do peso ou da gordura
corporal, por falta de biotina (Knauer et al., 2007).

Tabela 1. Intensidade da imunomarcacdo para leptina (valores das médias das modas
observadas) no citoplasma dos neurénios do hipotalamo (HP Lep), nos odcitos (OT Lep) e
nas glandulas endometriais (UT Lep) de acordo com a causa de descarte de porcas.

Causa de descarte HP Lep (n = 1.100) OT Lep (n = 478) UT Lep (n = 1.400)

Falhas reprodutivas 179,6 £1,2% 70,7 +3,3%® 210,7 + 1,12
Baixa producéo de leitdes 1872 +1,8° 68,8 + 4,8% 223,4 +1,2°
ldade avancada 179,3 + 2,12 85,4 + 54° 2182+ 1,3°
Metrite 186,2+1,8° 63,9 +5,0° 235,2 +1,2°
Problemas locomotores 1952 +1,7° 83,7+5,0° 2176 +0,8°

f’b’c Expoentes diferentes indicam diferenca significativa na coluna p<0,05.
0: marcagao intensa; 255: sem marcagao.

Tabela 2. Intensidade da imunomarcacdo para o receptor da leptina (valores das médias
das modas observadas) nos neurénios do hipotdlamo (HP Rec), nos oécitos (OT Rec) e nas
glandulas endometriais (UT Rec) de acordo com a causa de descarte de porcas.

Causa de Descarte HP Rec OT Rec UT Rec

Falhas reprodutivas 180,4 + 2,12 165,1 + 2,9° 209,1 £ 0,8°
Baixa producao de leitdes 180,9 + 3,1° 1741 £ 4,0° 2227 +1,2°
Idade avancada 176,7 + 3,5° 162,6 + 4,72 2239+ 1,4°
Metrite 179,7 + 3,12 167,7 £ 4,12 2246+ 1,2°
Problemas locomotors 1922+29° 167,1 +3,8° 2242 +1,2°

ab Expoentes diferentes indicam diferenca significativa na coluna p<0,05.

'0: marcagéo intensa; 255: sem marcagao.

4 CONCLUSAO

Fémeas suinas que foram descartadas por problemas reprodutivos obtiveram
imunomarcacao mais intensa para leptina e para o seu receptor no hipotalamo e no
utero, enquanto que, nos ovocitos, a imunomarcagao para ambos foi semelhante,
independentemente da causa de descarte.
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