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1 INTRODUCAO

Dentro do sistema produtivo da suinocultura, a alta taxa de descarte de
fémeas por baixa eficiéncia reprodutiva gera uma importante perda econémica.
Diferentes marcadores tém sido pesquisados para identificar os possiveis fatores
desencadeantes. A leptina € uma proteina de 16 kDa secretada pelos adipécitos e
envolvida na regulagdo do apetite, no metabolismo energético e na reprodugéo.
Localiza-se no tecido adiposo branco, hipotalamo e hipdfise e nos 6rgéaos
reprodutivos (BLUE & MANTZOROS, 2007). Esta proteina tem efeito direto sobre
o fluido folicular, células da teca e da granulosa em ratos (ZACHOW, et al ., 1997)
e potencialmente envolvida na maturagcdo do ovocito de camundongos
(KAWAMURA, 2005). Sua concentragdo aumenta progressivamente nos foliculos
em desenvolvimento e atinge o pico nos corpos luteos recém-formados de porcas
pré-puberes (GREGORASZCZUK et al., 2007). Durante o ciclo estral nos suinos
a leptina é encontrada nos tecidos uterinos, no entanto, nas fases iniciais de
gestacédo esta proteina esta presente no trofoblasto (SMOLINSKA et al., 2007).

Tendo por base as citagdes descritas acima, as leitoas pré-puberes foram
utilizadas como projeto piloto, com a finalidade de padronizar a técnica de imuno-
histoquimica para futuras aplicagées na suinocultura. O objetivo deste estudo foi
determinar a localizagdo e a expressao celular da leptina em ovarios (direito e
esquerdo) e utero de leitoas pré-puberes.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Foram realizadas coletas de amostras de tecidos do ovario direito,
esquerdo e fragmentos da porgédo esquerda do utero de 30 fémeas pré-puberes,
de um frigorifico da regido de Pelotas-RS, a fim de efetuar a padronizagédo da
técnica de imuno-histoquimica. As amostras foram acondicionadas em solugao
tamponada de formol 10% e processadas no Laboratério de Patologia da
faculdade de Veterinaria da UFPel, onde sofreram desidratagcao, diafanizacao e
inclusdo em parafina. Foram obtidos cortes na espessura de 5 ym, em micrétomo
automatico, corados com Eosina e Hematoxilina e analisados em microscopio
optico. Apos, efetuaram-se cortes na espessura de 3 uym, aderidos em laminas
impregnadas por solugédo de organosilano a 3% (Sigma®, USA) em acetona.
Estabeleceu-se um protocolo de imuno-histoquimica. Foram utilizados anticorpos
primarios policlonais, dirigidos contra a proteina de interesse a Leptina: Anticorpo
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Ob (anti-leptina) policlonal desenvolvido em coelhos (A-20, Santa Cruz
Biotechnology, USA), em diluicdo de 1:2000. O anticorpo secundario
streptoavidina-biotina-peroxidase (kit LSAB - Dako K0690) instalou-se sobre as
laminas, incubadas em camara umida tampada a temperatura ambiente. Apds foi
feita a montagem das laminas para observagcédo em microscopio de campo claro.
A expressdo de Ob nos tecidos foi classificada, conforme escala apresentada
abaixo (Quadro 1):

Quadro 1 — Escore de imunoreatividade pela técnica de imunoistoquimica de
acordo com a marcagao nas células dos tecidos estudados.

Escore Interpretacao

- Marcacao ausente

+ Marcacgao positiva em menos de 30% das células
++ Marcacéao positiva em 30 a 70% das células
+++ Marcacéo positiva em mais de 70% das células

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

De acordo com as analises realizadas, foi possivel observar a presenca e a
expressao da leptina em células ovariana e uterina das fémeas suinas pré-
puberes. A leptina foi identificada nas células dos ovdcitos maduros e fases
iniciais do embrido em humanos e camundongos, como também células da
granulosa e da teca in vitro (ARCHANCO et al. 2003). No citoplasma dos ovocitos
dos foliculos primarios, secundarios e terciarios, dos ovarios direito e esquerdo, o
anticorpo anti-leptina obteve forte imunorreatividade (+++). Esta observagédo é
fortalecida por resultados encontrados em humanos, que confirmaram nao
apenas a expressao da proteina, mas também a sintese do seu RNA mensageiro
nas células dos foliculos pré-ovulatorios, além da presenga nas células da
granulosa e da teca (CIOFFI et al. 1997, AGARWAL et al. 1999). Porém neste
estudo foi observada marcacgéao discreta (+) ou ausente nas células da granulosa
e teca dos foliculos terciarios da maioria das fémeas pré-puberes, fato este que
pode estar relacionado com o menor indice de escore corporal e eixo reprodutivo
subdesenvolvido, caracteristico de fémeas nessa fase, ja que a leptina é
responsavel por controlar o apetite e aumentar o gasto energético, também
exercendo reflexos sobre a fungéo reprodutiva (BARB & KRAELING, 2004); DE
RENSIS et al, 2005). De acordo com KUSCU et al. (2003) esta explicagao pode
ainda ser relacionada com o fato da possibilidade da leptina estar mais envolvida
na produgao de progesterona que de estradiol, pois as células da granulosa e da
teca s&o responsaveis pela esteroidogénese, enquanto as células do corpo luteo
sdo responsaveis por sintetizar progesterona. Foi observada discreta marcagéao
(+) no corpo albicans de trés fémeas, indicando que estas ja haviam ovulado pelo
menos uma vez, pois esta estrutura € um corpo luteo em degeneragao. No tecido
uterino a proteina expressou marcagao discreta (+) a moderada (++) no epitélio
de revestimento do endométrio e marcagdo moderada (++) no citoplasma das
células das glandulas endometriais. Foi observada na musculatura lisa dos vasos
do endométrio, miométrio e citoplasma das células mesoteliais do perimétrio.
Segundo dados de SMOLINSKA et al. (2007), a presenga da leptina também foi
encontrada, nas diferentes camadas uterinas, através de métodos moleculares
que reforcam os resultados de marcagdes aqui apresentados.
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4 CONCLUSOES

Foi possivel observar forte expressao da leptina (+++) nos ovécitos dos
foliculos primarios, secundarios e terciarios. Porém nas células da teca e
granulosa a marcagao deste anticorpo estava ausente (-) ou de forma discreta (+)
nos ovarios das leitoas pré-puberes. E a expressao moderada (++) no endométrio
uterino e glandulas endometriais foram predominantes. Portanto estes tecidos
podem ser utilizados para futuras avaliagcbes em fémeas destinadas ao descarte
por falhas reprodutivas.
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