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RESUMO 

 

Bohlen TM. Influência da sensibilidade à leptina na maturação sexual de camundongos. [tese 

(Doutorado em Ciências)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 

Paulo; 2019. 

 

Como a incidência de obesidade em crianças têm aumentado e a leptina é um fator 

permissivo para o início da puberdade, os níveis circulantes de leptina elevados se tornaram um 

fator comum que pode causar um adiantamento da puberdade. Entretanto, o aumento no 

acúmulo de gordura nos organismos está associado à resistência ao hormônio leptina. 

Atualmente existem poucas informações sobre como a sensibilidade a esse hormônio afeta o 

desenvolvimento sexual. Portanto, este projeto teve como objetivo investigar como diferentes 

modelos de sensibilidade ou resistência à leptina agem na puberdade de camundongos fêmeas. 

Técnicas como acompanhamento in vivo das diferentes fases da maturação sexual e da 

composição corporal, testes de sensibilidade à leptina, testes de tolerância à glucose e à insulina, 

e PCR em tempo real foram utilizadas. Animais com maior peso corporal desde a infância 

apresentaram adiantamento da maturação sexual, maior acúmulo de gordura corporal e 

alterações na expressão de genes metabólicos. Já animais que sofreram inativação do gene 

Socs3 no sistema nervoso central ou em células que expressam o receptor de leptina, 

apresentaram um atraso na maturação sexual e alterações na expressão de genes relacionados 

ao consumo alimentar, porém nos casos de inativação em células Kiss1, os animais não 

apresentaram nenhum tipo de alteração. Dessa forma, concluímos que o peso corporal é mais 

importante para o desencadear da maturação sexual do que a sensibilidade do organismo ao 

hormônio leptina, sugerindo que a leptina atua na maturação sexual de forma indireta sobre o 

eixo hipotálamo – hipófise – gonadal. Além disso, na análise da expressão de genes ao longo 

do desenvolvimento traçamos um perfil de genes associados à reprodução e metabolismo, que 

servirão de base para comparação para outros estudos. 

 

Palavras-chave: obesidade; SOCS3, resistência à leptina; puberdade precoce; 

reprodução. 

  



 
 

ABSTRACT 

 

Bohlen TM. Leptin sensibility influences on mouse sexual maturation. [Ph. D. thesis 

(Sciences)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2019. 

 

As the incidence of obesity in children has increased and leptin is a permissive factor for the 

onset of puberty, elevated circulating leptin levels have become a common factor that may 

cause puberty to progress. However, the increase in fat accumulation in organisms is associated 

with resistance to the hormone leptin. There is currently little information on how sensitivity to 

this hormone affects sexual development. Therefore, this project aimed to investigate how 

different models of leptin sensitivity or resistance act in the puberty of female mice. Techniques 

such as in vivo monitoring of the different stages of sexual maturation and body composition, 

leptin sensitivity tests, glucose and insulin tolerance tests, and real-time PCR were used. 

Animals with higher body weight since childhood presented an advance of sexual maturation, 

greater accumulation of body fat and alterations in the expression of metabolic genes. On the 

other hand, animals that underwent inactivation of the Socs3 gene in the central nervous system 

or cells expressing the leptin receptor showed a delay in sexual maturation and alterations in 

the expression of genes related to food consumption, but in cases of inactivation in Kiss1 cells, 

animals did not present any type of change. Thus, we conclude that body weight is more 

important for the onset of sexual maturation than the body's sensitivity to the hormone leptin, 

suggesting that leptin acts indirectly on sexual maturation on the hypothalamus - pituitary - 

gonadal axis. In addition, in the analysis of gene expression along the development we have 

traced a profile of genes associated with reproduction and metabolism, which will serve as a 

basis for comparison to other studies. 

 

Key - words: obesity; SOCS3, resistance to leptin; early puberty; reproduction. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1 Puberdade e Reprodução 

 

Os organismos que encontramos na Terra têm ao menos uma coisa em comum: a 

capacidade de se reproduzir. Seja essa reprodução do tipo assexual ou sexual. Sem essa 

característica, os organismos não transferem sua carga genética a nenhum descendente e, 

portanto, deixam de existir. Dessa forma, os processos reprodutivos são de suma importância 

para a perpetuação das espécies (Darwin, 1859). No caso de animais de reprodução sexuada, é 

necessário que os gametas de dois sexos diferentes se encontrem, e se fusionem, para que um 

novo organismo seja gerado. E todo o processo reprodutivo envolve diferentes, e complexos, 

sistemas fisiológicos. Dentre esses diversos sistemas, o controle exercido pelo eixo hipotálamo 

– hipófise – gonadal (HPG) na reprodução de vertebrados pode ser considerado um dos mais 

importantes (Neill et al., 2006). 

A puberdade é a fase de transição entre a infância e a fase adulta, sendo que em 

mulheres, a primeira menstruação é considerado um dos marcos finais para a entrada na fase 

adulta (Day et al., 2015; Parent et al., 2003; Teles et al., 2008). Em roedores três fases são 

importantes para a determinação da puberdade: abertura vagina, primeira cornificação das 

células no lavado vaginal (ou 1º estro), ambos eventos dependentes do aumento dos níveis 

circulantes de estrógenos, e início da ciclicidade estral (Bakker et al., 1977; Caligioni, 2009; 

Marcondes et al., 2002; Navarro et al., 2004; Nelson et al., 1990, 1982; Yener et al., 2007; 

Yoon, 1955). O ciclo estral de roedores é caracterizado por quatro fases: proestro, estro, 

metestro e o diestro. As mudanças de fase ocorrem pelas variações no padrão de secreção dos 

hormônios sexuais, dentre eles o estradiol (Caligioni, 2009; Nelson et al., 1982, 1981; 

Parkening et al., 1982; Walmer et al., 1992). Uma fêmea que tenha passado por todas as fases 

pode ser considerada apta à reprodução (Nelson et al., 1990). 

Diferentes fatores podem interferir na puberdade. Diversos estudos já mostraram que 

tanto em humanos, quanto em modelos experimentais, fatores genéticos, como mutações em 

genes que codificam receptores e ou peptídeos, podem causar adiantamento ou atraso da 

puberdade (Abreu et al., 2013; Funes et al., 2003; Ojeda et al., 2010; Ojeda and Lomniczi, 2014; 

Parent et al., 2003; de Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003; Teles et al., 2008); assim como 

fatores ambientais, étnicos, nutricionais, bem como, atividade física realizada (Bohlen et al., 

2018, 2016; Parent et al., 2003; Welt et al., 2005). Um importante elo entre puberdade e estado 

nutricional são os níveis circulantes de leptina, uma vez que é necessário que os organismos 
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disponham de um mínimo de gordura corporal para iniciar a puberdade (Ahima et al., 1996; 

Frederich et al., 1995; Frisch and McArthur, 1974; Maffei et al., 1995). 

 

1.1.1 Eixo hipotálamo-hipófise-gonadal 

 

Há 60 anos, Geoffrey Harris foi um dos primeiros a formar a hipótese de que uma porção 

do hipotálamo era responsável por controlar a função da hipófise (ou pituitária) anterior, 

controlando sua produção e secreção, através de uma substância humoral (Figura 1) (Plant, 

2015; Watts, 2015). Em 1971, dois laboratórios relataram que uma molécula produzida no 

hipotálamo e liberada no sistema porta-hipofisário, controladora da síntese e da secreção do 

hormônio luteinizante (LH), poderia ser a reguladora das gonadotrofinas hipofisárias (Amoss 

et al., 1971; Matsuo et al., 1971). No mesmo ano, após o isolamento e descrição como um 

decapeptídeo, essa molécula foi sintetizada em laboratório, e experimentos provaram sua ação 

no controle da síntese tanto de LH como do hormônio folículo-estimulante (FSH), passando a 

ser chamada como a conhecemos hoje: hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) (Schally 

et al., 1971). 

Com a descoberta do GnRH, os estudos que buscavam compreender sua estrutura, onde 

era sintetizado, sua ação, foram se multiplicando. Pouco tempo depois, um anticorpo para 

marcação de GnRH foi desenvolvido (Barry et al., 1973), e desde 1989 sabe-se que os neurônios 

que sintetizam esse hormônio são fruto de divisões celulares na placa olfativa que migram para 

o hipotálamo durante o desenvolvimento embrionário, se alojando na área pré-óptica medial 

(MPA) e no hipotálamo médio-basal (Schwanzel-Fukuda et al., 1989; Wray et al., 1989). 
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Figura 1. Esquema do controle hipotalâmico na reprodução proposto por Geoffrey Harris, 

modificado de Plant, 2015. 

 

Devido ao seu papel na influência da síntese do LH e FSH na hipófise, o GnRH foi 

descrito como principal hormônio regulador do eixo HPG. Esse eixo, como seu nome já deixa 

claro, é composto por três estruturas (hipotálamo, hipófise e gônadas). Os cientistas já sabiam 

que a secreção de LH ocorria de forma pulsátil desde o final da década de 60 (Dierschke et al., 

1970) e, com a posterior descoberta da regulação exercida pelo GnRH, descobriu-se que a sua 

secreção também ocorre de forma pulsátil (Clarke and Cummins, 1982). E como funciona o 

eixo HPG? O GnRH sintetizado no hipotálamo, é liberado na eminência mediana, sendo 

captado pelo sistema porta-hipofisário, e direcionado à hipófise anterior, onde estimulará a 

síntese e liberação dos hormônios LH e FSH. Estes hormônios são liberados na corrente 

sanguínea e atuarão nas gônadas. Nas fêmeas adultas, o pico de LH promove a ovulação e a 

formação do corpo lúteo (que produzirá progesterona). Em machos, a secreção pulsátil de LH 

atua nas células de Leydig e promove a síntese e secreção de testosterona. O FSH atua na 

maturação das células germinativas, ou seja, nas fêmeas impede o processo de apoptose 

programada dos folículos ovarianos, e nos machos estimula a divisão celular dos espermatócitos 

primários e capacita as células de Sertoli para continuar a formação dos espermatozoides. Os 
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hormônios sexuais produzidos pelas gônadas funcionam como alças de retroalimentação, 

atuando diretamente tanto no hipotálamo como na hipófise (Figura 2) (Neill et al., 2006). 

 

 
Figura 2. Esquema do eixo Hipotálamo – Hipófise – Gonadal sob o controle dos neurônios 

GnRH da área pré-óptica medial (MPA). Neurônios na região MPA sintetizam o hormônio liberador 

de gonadotrofinas (GnRH) que é liberado na eminência mediana. O hormônio GnRH atua na 

adenohipófise, influenciando a síntese dos hormônios luteinizante e folículo-estimulante (LH e FSH, 

respectivamente), que são liberados na corrente sanguínea e agem nas gônadas, estimulando a síntese 

de hormônios sexuais que realizam o mecanismo de retroalimentação no eixo HPG. ARH: núcleo 

arqueado; MPA: área pré-óptica medial. 

 

Em 2003, três laboratórios associaram o hipogonadismo hipogonadotrófico, uma 

deficiência reprodutiva de origem neural que provoca redução do tamanho gonadal e 

consequente infertilidade tanto em humanos quanto em modelos experimentais, à mutações na 

expressão do gene Kiss1 ou de seu receptor, o Kiss1r (anteriormente denominado de GPR54) 

(Funes et al., 2003; de Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003). O gene Kiss1, descrito 

inicialmente como um supressor de metástase que se liga à um tipo de receptor de membrana 

da família dos receptores acoplados à proteína-G, passou então a ser estudado com um enfoque 

no sistema reprodutivo (Kotani et al., 2001; Lee et al., 1996; Ohtaki et al., 2001). A partir dessa 

descoberta, foi demonstrado que neurônios que expressam o gene Kiss1 (denominados como 
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neurônios Kiss1 no presente projeto) estão distribuídos em três áreas hipotalâmicas: núcleo 

periventricular anteroventral e periventricular anterior (AVPV/PeN) e núcleo arqueado (ARH), 

dentre outras áreas cuja importância estão sendo desvendadas (Cravo et al., 2011; Jeremy T. 

Smith et al., 2006; Smith et al., 2005a). Conforme relatado por Han e outros pesquisadores, no 

caso de roedores, os núcleos AVPV/PeN apresentam expressão dimórfica do Kiss1, além de ser 

maior em fêmeas, característica não observada em relação ao ARH (Clarkson and Herbison, 

2006; Han et al., 2005). Além disto, sabe-se que neurônios GnRH expressam receptores Kiss1r 

(Irwig et al., 2004; Messager et al., 2005) e que neurônios do núcleo AVPV/PeN e ARH 

possuem projeções para a MPA (Canteras et al., 1994; Simonian et al., 1999). Dessa forma, 

houve uma mudança significativa na descrição do eixo HPG. Atualmente, sabe-se que 

alterações nos níveis circulantes de estrógenos são percebidas pelos neurônios Kiss1, que 

sintetizam as kisspeptinas (nome do peptídeo sintetizado pelo gene Kiss1) e informam os 

neurônios GnRH, visto que, estes não expressam receptores de estrógeno do tipo  (Er) 

(Frazão et al., 2013; Hrabovszky et al., 2000; Smith et al., 2005a). 

Desde a descoberta dos neurônios Kiss1, busca-se compreender qual a diferença nas 

funções das duas principais subpopulações hipotalâmicas. Atualmente sabe-se que neurônios 

Kiss1 da região AVPV/PeN sinalizam aos neurônios GnRH se eles devem sintetizar o 

respectivo hormônio, e esse controle possivelmente ocorre pois, como alguns estudos tem 

demonstrado, os neurônios da região AVPV/PeN atuam respondendo ao controle positivo aos 

estímulos de hormônios sexuais produzidos pelas gônadas. Outros estudos têm demonstrado 

que os neurônios do ARH respondem ao controle negativo dos hormônios sexuais gonadais, 

dessa forma, sendo os responsáveis por controlar a liberação do hormônio GnRH na eminência 

mediana (Figura 3) (Glidewell-Kenney et al., 2007; Lehman et al., 2018; Navarro and Tena-

Sempere, 2012; Jeremy T. Smith et al., 2006; Smith et al., 2005b, 2005a). 
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Figura 3. Esquema do eixo Hipotálamo – Hipófise – Gonadal (HPG) reorganizado após a 

descoberta dos neurônios Kiss1. Neurônios Kiss1 localizados nos núcleos periventricular 

anteroventral e periventricular anterior (AVPV/PeN) e no núcleo arqueado (ARH) regulam o eixo HPG, 

sendo considerados os principais moduladores da atividade de neurônios GnRH. O hormônio liberador 

de gonadotrofinas (GnRH) atua na adenohipófise, influenciando a síntese dos hormônios luteinizante e 

folículo-estimulante (LH e FSH, respectivamente), que são liberados na corrente sanguínea e agem nas 

gônadas, estimulando a síntese de hormônios sexuais que, por sua vez, realizam um mecanismo de 

retroalimentação no eixo HPG. MPA: área pré-óptica medial. 

 

1.2 Reprodução e Obesidade 

 

Durante as últimas décadas, diversos países estão passando por uma epidemia de 

obesidade, fato que afeta não apenas adultos, mas crianças e adolescentes também (World 

Health Organization, n.d.). A obesidade, além de estar associada a doenças cardíacas (Cali and 

Caprio, 2008), pode desencadear outras doenças e falhas metabólicas, e atrapalhar a 

convivência social (Griffiths et al., 2006; Janssen et al., 2004).  

Sabe-se que a obesidade infantil está relacionada ao estado nutricional da mãe e também 

ao aporte nutricional pós-natal. No caso de modelos animais, diferentes estudos com diferentes 

roedores (ratos e camundongos) mostram que animais provenientes de ninhadas pequenas (após 

manipulação para redução do tamanho da ninhada) se tornam mais pesados que os pares de 

ninhadas de tamanho normal, e esse peso corporal maior se mantém até a fase adulta, podendo 



23 
 

 

ser acompanhada por diferenças no acúmulo de gordura corporal ou não (Habbout et al., 2013; 

Kennedy, 1957; Zhang et al., 2011). O excesso de consumo alimentar pós-natal, que causa o 

aumento de peso dos animais, também gera outras condições fisiológicas preocupantes que 

podem promover diversas doenças na vida adulta (Chabod et al., 2011; Dorner and Plagemann, 

1994; Habbout et al., 2013). Dentre as disfunções induzidas pela obesidade, é importante 

destacar que o excesso de peso causa o adiantamento da maturação sexual em humanos e em 

roedores (Bohlen et al., 2018, 2016; Burt Solorzano and McCartney, 2010; Frisch and 

McArthur, 1974; Hillman et al., 2013; Kaplowitz et al., 2001; Kennedy, 1957). Diferentes 

estudos comprovaram que tanto em humanos como em animais experimentais a puberdade é 

antecipada devido ao maior ganho de peso  (Biro et al., 2012, 2010; Bohlen et al., 2016; Chabod 

et al., 2011; Habbout et al., 2013; Wattigney et al., 1999). O fato de atualmente a puberdade em 

meninas estar adiantada deve ser considerado um fator de risco na população, pois já está 

descrito que o adiantamento no amadurecimento sexual aumenta as chances de 

desenvolvimento de diabetes e câncer de mama na fase adulta, causa alterações de 

comportamento durante a adolescência e, devido ao desenvolvimento precoce de características 

sexuais secundárias, adianta experiências sexuais (Golub et al., 2008; Lakshman et al., 2008; 

Petridou et al., 1996; Walvoord, 2010). 

 

1.3 A Leptina 

 

Desde o início da década de 90, já se supunha que alguma molécula relacionada ao 

tecido adiposo atuava no hipotálamo e tinha uma função importante no controle metabólico 

(Friedman and Leibel, 1992). Uma linhagem de animais que apresentavam peso corporal 

elevado foi tratada com um hormônio sintetizado em laboratório sendo que, o tratamento 

induziu a redução de peso corporal, o desencadear da puberdade e o estabelecimento das 

funções reprodutivas. Essa linhagem em questão era a ob/ob, em que os animais não 

expressavam o gene que codificava o hormônio leptina em homozigose. A partir de então foi 

reconhecida a atividade e a função do gene obese, sendo o nome atual do produto gerado por 

este gene proposto por Halaas et al., cuja inspiração foi a palavra grega leptós (ó), que 

para organismos, significa magro (Campfield et al., 1995; Halaas et al., 1995; Pelleymounter et 

al., 1995; Zhang et al., 1994). Sendo assim, sabe-se que a leptina, uma molécula de 16-kDa, é 

um hormônio secretado de forma proporcional a quantidade de tecido adiposo que atua como 

sinalizador de saciedade para o organismo (Frederich et al., 1995). Maffei e colaboradores 

propuseram ainda que a resistência à leptina pode ser o fator que promove a obesidade e um 
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consequente aumento no níveis circulantes de leptina no plasma (Coppari and Bjørbæk, 2012; 

Maffei et al., 1995).  

A partir de sua descoberta diferentes estudos demonstraram que a leptina é responsável 

por informar o estado nutricional do indivíduo, integrando as respostas neuroendócrinas, 

comportamentais e autonômicas, por estar envolvida em diversas vias de sinalização entre 

muitos núcleos hipotalâmicos (Elias et al., 2000; Pelleymounter et al., 1995; Zhang et al., 1994). 

Sabe-se que o receptor de leptina (LepR) está distribuído em diversos tecidos, sendo que no 

sistema nervoso central (SNC), este receptor tem distribuição ampla, sendo encontrado em 

abundância em núcleos hipotalâmicos cuja função está relacionada ao balanço energético, como 

o ARH, o núcleo hipotalâmico ventromedial, o núcleo paraventricular e o núcleo pré-mamilar 

ventral (PMv), além de outras regiões como córtex, hipocampo, tálamo (Elias et al., 2000; 

Elmquist et al., 1997; J. K. Elmquist et al., 1998; Mercer et al., 1996b). Sendo a mesma 

distribuição evidenciada em animais geneticamente modificados (Scott et al., 2009). Dentre as 

funções da leptina estão o aumento da termogênese e gasto energético, controle da pressão 

sanguínea por mediar as respostas homeostáticas, modulação do sistema nervoso simpático e 

parassimpático e regulação do consumo alimentar (Haynes et al., 1997; Hwa et al., 2008; 

Scarpace et al., 2017). No ARH, sabe-se que neurônios que expressam o neuropeptídeo Y e a 

proteína relacionada ao gene agouti (NPY e AgRP, respectivamente, que possuem atividade 

orexigênica) e neurônios que expressam a pró-opiomelanocortina e o transcrito regulado pela 

cocaína e anfetamina (POMC e CART, respectivamente, que possuem atividade anorexigênica) 

coexpressam o LepR. Dessa forma, a leptina atua no controle no balanço energético inibindo a 

atividade de neurônios NPY/AgRP e promovendo a atividade de neurônios POMC e CART 

(Baskin et al., 1999; Broberger et al., 2002; Cheung et al., 1997; Elias et al., 2000; Håkansson 

et al., 1996; Malcher-Lopes et al., 2006; Mercer et al., 1996a; Mizuno et al., 1998; Schwartz et 

al., 1996; Stephens et al., 1995; Thornton et al., 1997). No que se refere a reprodução sabe-se 

que os níveis circulantes de leptina no soro são inversamente proporcional à idade de primeira 

menstruação em humanos (Matkovic et al., 1997). Em camundongos, fêmeas saudáveis, o 

tratamento com leptina em idade pré-púbere induz a antecipação da puberdade (Ahima et al., 

1997; Chehab et al., 1997). Além disto, tanto em humanos como em roedores a deficiência da 

sinalização da leptina no hipotálamo pode ser relacionado à casos de hipogonadismo 

hipogonadotrófico, sendo esse quadro revertido com o tratamento com leptina, como 

mencionado anteriormente (Ahima et al., 1996; Chan et al., 2003; Montague et al., 1997).  

Apesar de neurônios do MPA possuírem o LepR, ainda se discute na literatura se os 

neurônios GnRH possuem esse receptor, sendo em quantidades muito baixa (José Donato et al., 
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2011). Um estudo de 2009 mostrou que, em ratos de ambos os sexos, a deleção do LepR do 

prosencéfalo desses animais fez com que eles não fossem férteis, e que quando essa deleção 

ocorreu apenas em neurônios GnRH, os animais não eram inférteis. Além disso, análises de 

PCR de neurônios GnRH de ratas mostrou que essas células não expressavam o RNAm do gene 

do LepR (Quennell et al., 2009). Portanto, o que fica explícito é que se neurônios GnRH 

possuem o LepR, eles não são os responsáveis por ativar as funções reprodutivas desses 

neurônios. 

Em camundongos machos ob/ob castrados, os neurônios Kiss1 são diretamente afetados 

pelo efeito da leptina, a quantidade de RNAm do Kiss1 é quase re-estabelecido aos mesmos 

níveis encontrados em animais controle, e por dupla marcação de hibridização in situ foi 

demonstrado que aproximadamente 40% dos neurônios Kiss1 expressam o LepR (J. T. Smith 

et al., 2006). Porém em camundongos fêmeas foi mostrado que os neurônios Kiss1 apresentam 

aumento da sinalização da leptina apenas após a puberdade (Cravo et al., 2013) e que a deleção 

do LepR de células que expressam o gene Kiss1 não interfere na puberdade (Jose Donato et al., 

2011). Esse mesmo estudo de Donato e colaboradores em 2011 demonstrou que lesões bilaterais 

do PMv de animais ob/ob impediu a ação da leptina endógena em induzir a maturação sexual, 

e que a re-expressão do LepR unilateral no PMv de fêmeas LepR-null (ou seja, que não 

expressavam o LepR) foi o suficiente para reestabelecer a maturação sexual desses animais 

(Jose Donato et al., 2011). O PMv possui alta densidade de neurônios que expressam o LepR 

(Joel K. Elmquist et al., 1998), e como uma subpopulação deles faz sinapse com neurônios 

GnRH no MPA, esses neurônios do PMv são potenciais responsáveis em responder à leptina e 

a informar o estado metabólico aos neurônios GnRH, dessa forma, afetando a maturação sexual 

(Leshan et al., 2009). 

 

1.3.1 Sinalização celular da leptina 

 

A forma tridimensional da leptina se assemelha à da família das citocinas helicoidas, 

das quais a molécula interleucina-2 (IL-2) e o hormônio de crescimento fazem parte, sugerindo 

que a sinalização com seu receptor ativa a cascata de resposta celular via janus cinases 2 (JAK2) 

e proteínas transdutoras de sinais e ativadoras de transcrição (STATs) (cascata JAK-STAT) 

(Madej et al., 1995). 

A leptina possui seis isoformas de receptores transmembrana, porém apenas a sua forma 

longa (Ob-Rb) possui todos os sítios para ativar a cascata de resposta promovida pela ligação 

da molécula ao seu receptor. A isoforma b do LepR é de cadeia única e pertence à família de 
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receptores de citocinas de classe I (Chen et al., 1996; Ramos-Lobo and Donato, 2017; Tartaglia 

et al., 1995). Uma das vias de resposta celular quando a leptina se liga ao seu receptor, promove 

a dimerização do mesmo, aproximando as JAK2 associadas ao receptor e induzindo sua 

fosforilação com resíduos de tirosina, virando sítios de ligação para proteínas com domínios 

SH2 aos quais as STATs se ligam. Após essa ligação, as STATs se auto fosforilam, se 

dimerizam e se separam do receptor. Uma vez desconectadas do receptor, esse dímero se 

desloca para o núcleo e promove a transcrição de genes alvo, como por exemplo, da proteína 

supressora de sinalização de citocina tipo 3 (SOCS3), dentre outros. A SOCS3 vai atuar como 

bloqueadora da atividade da JAK2, inibindo a resposta celular quando a leptina se liga ao seu 

receptor (Figura 4) (Babon and Nicola, 2012; Banks et al., 2000; Baumann et al., 1996; Devos 

et al., 1997; Ghilardi et al., 1996; Nakashima et al., 1997; Ramos-Lobo and Donato, 2017; 

Tartaglia, 1997). Outra via de sinalização celular que pode ser recrutada pela leptina é a via da 

fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K). Neste caso, a resposta celular pode ser imediata, pois a 

fosforilação da JAK2 promove a fosforilação do substrato de receptor de insulina (IRS), que 

então ativa a PI3K, que induz mudanças em canais de íons na membrana celular. A via da PI3K 

também pode induzir alterações na expressão gênica. A PI3K fosforilada vai promover a 

fosforilação de substratos lipídicos, as proteínas dependentes de fosfoinositídeo, que por sua 

vez, promovem a fosforilação de proteínas quinases. Essas proteínas quinases fosforilam fatores 

de transcrição, que migram para o interior do núcleo e promovem a trasncrição dos genes alvo. 

Além disto, a ativação do receptor de leptina também pode recrutar a via da proteíno - quinases 

ativadas por mitógenos, que também poderão induzir alterações na expressão de genes alvo 

(Figura 5) (Donato et al., 2010a; Niswender et al., 2003; Ramos-Lobo and Donato, 2017). 
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Figura 4. Vias de sinalização recrutadas pelo receptor de leptina. Representações das 

diferentes vias de sinalização que podem ser recrutadas após a ativação do receptor de leptina, dentre 

estas a via janus cinases 2 e proteínas transdutoras de sinais e ativadoras de transcrição (JAK/STATs), 

via que recruta a fosfatidilinositol-3-Quinase (PI3K) e a via proteíno - quinases ativadas por mitógenos 

(MAPK) Modificada de Ramos-Lobo & Donato, 2017. 
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2. JUSTIFICATIVA  

 

A obesidade e o sobrepeso se tornaram uns dos maiores males da sociedade moderna, 

sendo que em alguns países, mais da metade da população se encontra em uma das duas 

categorias. Sabe-se que sobrepeso/obesidade influencia o aparecimento precoce de doenças 

cardiovasculares, distúrbios mentais e problemas ortopédicos, dentre outras patologias. Além 

disto, outro fator que tem chamado bastante atenção é o desenvolvimento precoce da puberdade, 

em humanos ou animais experimentais, devido ao sobrepeso/obesidade. Por outro lado, em 

casos de atletas e bailarinas (atividades de alto desempenho) que apresentam uma porcentagem 

de gordura corporal baixa, evidências demonstram o atraso na idade da menarca, sendo que, 

camundongos fêmeas com baixo peso corporal também apresentam alterações no desencadear 

da maturação sexual (Bohlen et al., 2018; Welt et al., 2005). Apesar de toda literatura que existe 

a respeito de como a sensibilidade à leptina interfere na maturação sexual, os mecanismos 

moleculares envolvidos no adiantamento ou atraso do desenvolvimento puberal devido a 

variação de peso corporal ainda não são compreendidos. 
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3. OBJETIVOS  

 

Este projeto teve como objetivo averiguar os mecanismos responsáveis pela indução da 

puberdade, com ênfase no possível papel desempenhado pelo hormônio leptina, em modelos de 

hipersensibilidade ou de resistência à leptina.  

 

3.1 Objetivos específicos:  

 

a) Avaliar o início e a progressão da puberdade em camundongos hipersensíveis 

à leptina;  

 

b) Investigar o início e a progressão da puberdade em um modelo de 

camundongos que apresenta obesidade infantil induzida pelo excesso de 

oferta de alimento ao se reduzir o número de animais por ninhada;  

 

c) Determinar a expressão hipotalâmica de transcritos envolvidos com o 

controle da puberdade nos modelos descritos anteriormente;  

 

d) Avaliação da expressão gênica de núcleos hipotalâmicos relacionados à 

maturação sexual e ao controle metabólico em três momentos da vida do 

animal. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 Maturação sexual  

 

4.1.1 Animais utilizados 

 

Para a realização deste projeto, foram utilizados camundongos fêmeas. Em todos os 

experimentos, os camundongos tiveram acesso ad libitum à dieta regular de roedores (2.99 

kcal/g; 9.4% calorias de gordura; Quimtia, Brazil), mantidos em ciclo de luz normal de biotério 

(12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e à temperatura 22 ºC. Todos os procedimentos realizados 

foram aprovados pelo Comitê de Ética para Uso de Animais do Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo (n.12/fls. 03 do livro 03, aprovado em 19/03/2013).  

 

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais:  

1) Ninhada Reduzida (NR): composto por camundongos C57BL/6 cuja ninhada foi 

reduzida 5 dias após o nascimento, sendo a ninhada reduizda mantida com apenas 3 

animais. Enquanto o grupo controle foi composto por 7-8 animais por ninhada. 

Nesse grupo foram avaliados os efeitos do aumento de peso na infância na 

maturação sexual. 

 

Para determinarmos a importância da expressão do gene Socs3 na maturação sexual os 

animais foram divididos em três subgrupos:  

2) Nestin SOCS3 KO: Linhagem composta por camundongos geneticamente 

modificados com deleção do gene Socs3 no encéfalo, desenvolvidos através do 

acasalamento da linhagem Nestin-Cre (B6.Cg-Tg(Nes-cre)1Kln/J, Jackson 

Laboratories, Bar Harbor, Maine, EUA) com camundongos que carregam os alelos 

Socs3 flanqueados por sítios loxP (camundongos SOCS3-floxed, B6;129S4-

Socs3tm1Ayos/J, Jackson Laboratories). Camundongos que carregavam a deleção 

encéfalo-específica do SOCS3 eram homozigotos para o alelo Socs3 e hemizogotos 

para o transgene Nestin-Cre, enquanto seu grupo controle era composto por animais 

que continham apenas o alelo Socs3 em homozigose; 

3) LepR SOCS3 KO: composto por camundongos geneticamente modificados com 

deleção do gene Socs3 apenas em células que expressavam o gene LepR. Essa 

linhagem foi obtida através do cruzamento de camundongos da linhagem LepR-

IRES-Cre (B6.129-Leprtm2(cre)Rck/J, Jackson Laboratories) com camundongos 

SOCS3-floxed. Neste caso, animais que possuíam a deleção eram homozigotos para 
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o alelo Socs3 e para o alelo LepR-Cre, e o seu respectivo grupo controle era 

composto por animais homozigotos do alelo LepR-Cre. 

4) Kiss1 SOCS3 KO: composto por camundongos geneticamente modificados com 

deleção do gene Socs3 apenas em células que expressavam o gene Kiss1. Essa 

linhagem foi obtida através do cruzamento de camundongos da linhagem Kiss1-Cre 

(Cravo et al. 2011) com camundongos SOCS3-floxed. Neste grupo, os animais que 

possuíam a deleção eram homozigotos para o alelo Socs3 e heterozigoto para o alelo 

Kiss1-Cre, sendo o seu respectivo grupo controle composto por animais que 

continham apenas o alelo Socs3 em homozigose.  

 

Os modelos animais geneticamente modificados foram gerados pelo acasalamento de 

animais que possuem a tecnologia Cre/LoxP. Nesse caso, um dos animais do acasalamento 

expressava um gene associado à expressão da enzima Cre-recombinase, uma enzima que 

reconhece sequências de nucleotídeos específicos chamados de sítios LoxP. O outro animal do 

acasalamento expressa outro gene flanqueado por sítios LoxP, que são pares de sequencias de 

nucleotídeos que conferem direcionamento quando reconhecidos pela enzima Cre-

recombinase. A re-combinação promovida pela Cre-recombinase com sítios LoxP resultou na 

deleção de um segmento de DNA ou na inversão de um segmento de DNA para que ele pudesse 

ser expresso (Kos, 2004). Em todos os grupos experimentais, as fêmeas com deleção e controle 

eram selecionadas dentro das mesmas ninhadas. Os filhotes foram separados das mães com três 

semanas de idade, e foram selecionados apenas os animais com a genotipagem adequada. 

Os animais foram genotipados via PCR. Em média, um pedaço de 2 mm de cauda foi 

coletado para cada animal no dia de sua identificação. Esse tecido então passou pelo processo 

de extração de DNA, seguindo as instruções do fabricante (REDExtract-N-Amp™ Tissue PCR 

Kit, Sigma, St. Louis, Missouri, EUA). Em seguida, um mix de soluções para PCR foi preparado 

para cada primer específico dos genes de interesse (definidos na tabela 1). O volume final por 

amostra foi de 10 l, sendo 9 l do mix do primer e 1 l da amostra de DNA. As amostras então 

foram colocadas no termociclador, cada primer seguindo o protocolo próprio para sua PCR. Ao 

final, essas amostras foram pipetadas em um gel de agarose à 3%, para avaliação em 

eletroforese, dos pares de bases (pb) de cada amostra. Para cada primer avaliado, obteve-se uma 

resposta diferente em quantidades de pb. 
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Tabela 1. Sequências genômicas dos primers utilizados para genotipagem dos 

animais dos diferentes grupos experimentais. 

Gene Sequências dos primers 

SOCS3-flox 
5’-CGGGCAGGGGAAGAGACTGT-3’ 

5’-GGAGCCAGCGTGGATCTGC-3’ 

Nestin-Cre 

5’-CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3’ 

5’-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3’ 

5’-TGCTTCTGTCCGTTTGCCGGT-3’ 

5’-GTGAAACAGCATTGCTGTCAC-3’ 

LepR-Cre 

5’-ACCTGTTCCACGCACAGTCACA-3’ 

5’-AGCTGGCCAAATCTCAGAGCTGC-3’ 

5’-TGCTTCTGTCCGTTTGCCGGT-3’ 

5’-GTGAAACAGCATTGCTGTCAC-3’ 

Kiss1-Cre 

5’-CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3’ 

5’-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3’ 

5’-TGCGAACCTCATCACTCGTTGCAT-3’ 

5’-GCTCTGGTGAAGTACGAACTCTGA-3’ 

 

 

 
Figura 5. Representação gráfica das temperaturas durante termociclador. O gráfico 

representa as etapas e temperaturas utilizadas no termociclador para extrair o DNA utilizado para a 

genotipagem dos animais. a) fase de denaturação do DNA, em que a dupla-hélice do DNA se afrouxa. 

b) fase de anelamento, em que o primer agregado ao mix se anelará à parte específica de interesse do 

DNA. c) fase de extensão, em que novas cópias da região de interesse determinada pelo primer serão 

produzidas. 
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4.2 Validação do modelo animal 

 

Os modelos Nestin SOCS3 KO e LepR SOCS3 KO foram utilizados e validados 

anteriormente em trabalhos do nosso grupo de pesquisa (Pedroso et al., 2014; Ramos-Lobo et 

al., 2017; Zampieri et al., 2015). Para a validação do modelo do Kiss SOCS3 KO, foi realizada 

a extração de DNA obtido do hipotálamo e gônadas de camundongos machos Kiss SOCS3 KO 

e controle, bem como, PCR e análise em gel de eletroforese. 

 

4.2.1 Extração de DNA 

 

Pequenos pedaços dos tecidos foram coletados e armazenados em tubo do tipo 

eppendorf no gelo seco. Após a coleta de todos os tecidos, foi adicionado 0,5 ml de proteinase 

K. Com as amostras submersas, os tecidos foram incubados overnight em banho seco à 

temperatura de 55º C, sendo as mostradas agitadas eventualmente. No dia seguinte, as amostras 

foram tiradas do banho seco, e foi adicionado 2 l de RNAse A aos tubos. Com essa nova 

solução adicionada, as amostras foram incubadas durante 1 hora em banho seco à 37º C, sendo 

agitadas ao longo do tempo. Terminando essa etapa, foi adicionado 0,5 ml de clorofórmio aos 

tubos. Os tubos então foram agitados durante 5 minutos e centrifugados por 10 minutos, à 

14.000 rpm, em temperatura ambiente. A solução dentro dos tubos se dividiu em fases, sendo 

a parte superior (a aquosa) coletada e colocada num novo tubo, onde foi adicionado 0,5 ml de 

clorofórmio. Foi repetida então a etapa de agitar durante 5 minutos e a centrifugação por 10 

minutos, nas mesmas condições. Ao final dessa repetição, novamente a solução encontrava-se 

dividida em fases, e novamente foi coletada e acondicionada em novo tubo a porção superior 

aquosa. Desta vez, foi adicionado 1 ml de etanol, e os tubos foram invertidos gentilmente para 

homogeneizar o conteúdo. Após essa etapa, o DNA precipitou, e para poder descartar o excesso 

de etanol, os tubos foram centrifugados por 5 minutos. Na sequência, o etanol foi descartado e 

o tubo ficou aberto para que o DNA secasse parcialmente. Esse DNA obtido foi re-suspenso 

com 100 ml de uma solução tampão contendo Tris, ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 

e água pH 8. Após ter sido re-suspenso, foi armazenado em geladeira (4º C, aproximadamente) 

por 2 horas, agitando ocasionalmente durante esse período. Terminado o procedimento, o DNA 

foi quantificado com o uso do equipamento Epoch Microplate Spectophotometer (BioTek 

Instruments Inc, Winooski, Vermont, EUA) para avaliação da qualidade da extração. 
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4.2.2 PCR e gel de eletroforese 

 

Para realização do protocolo de PCR e preparo do gel de eletroforese, foram seguidos 

os mesmos passos descritos na seção 4.1.1 que trata sobre a genotipagem dos animais. Para a 

realização deste PCR, utilizamos primers que marcaram a recombinação da enzima Cre-

recombinase com os sítios LoxP, representando a marcação de bandas com peso molecular 

menor devido à ausência do trecho do gene deletado, no caso dos animais com a deleção, e a 

marcação de bandas com peso molecular maior para os animais controle. As sequências dos 

primers foram: 5'-AGTCCGCTTGTCAAAGGTATTGTCCCAC-3' (Delta SOCS3-flox) e 5'-

CGGGCAGGGGAAGAGACTGT-3'. O período em termociclador foi o mesmo utilizado para 

a genotipagem, assim como o procedimento de preparo do gel de eletroforese. A deleção do 

Socs3 deve ser representada pela marcação no gel das bandas na altura de 250 pb, enquanto 

que, em animais controle, a marcação da banda é de aproximadamente 1000 pb. 

 

4.3 Desenho experimental  

 

4.3.1 Acompanhamento da maturação sexual 

 

A maturação sexual de fêmeas foi acompanhada através da determinação da idade e 

peso desses animais em três fases específicas: 

 Abertura vaginal; 

 Primeira ocorrência de cornificação (1º estro); 

 Primeira ocorrência de um ciclo estral de duração normal (4 a 7 dias em 

camundongos) (Bohlen et al., 2016; Nelson et al., 1990; Silveira et al., 2017); 

  

O acompanhamento da maturação sexual e do ganho de peso semanal do grupo NR 

ocorreu desde o 7º dia de vida até, aproximadamente, o 70º dia de vida, com o acompanhamento 

de ganho de peso sendo realizado uma vez por semana. Já o acompanhamento da maturação 

sexual e do ganho de peso semanal dos animais dos grupos Nestin SOCS3 KO, LepR SOCS3 

KO e Kiss1 SOCS3 KO ocorreu a partir do 25º dia de vida até, aproximadamente, o 70º dia de 

vida, com o acompanhamento de ganho de peso semanal sendo realizado três vezes por semana. 

Antes do início da puberdade, o óstio externo da vagina dos camundongos está colabado, assim 

é possível determinar a idade da abertura vaginal. Dois dias após esse evento, com uma pipeta 

de plástico e ponteira preenchida com salina 0,9%, foi realizado a lavagem da vagina desses 

animais, para obtenção do conteúdo epitelial para determinação do ciclo estral (Caligioni, 
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2009). O ciclo estral foi acompanhado diariamente para determinação da primeira cornificação, 

do início da ciclicidade estral e da regularidade da ciclicidade estral.  

 

4.3.2 Coleta dos tecidos 

 

 Os animais foram anestesiados, e após confirmação da anestesia, foram decapitados. 

Todas as coletas foram realizadas entre 15h e 17h. Fêmeas adultas, quando selecionadas para 

experimento, se encontravam em diestro, entretanto, os tecidos também foram coletados em 

idades determinadas durante a maturação sexual. Após decapitação, o sangue foi imediatamente 

coletado em tubo “RNAse free”. Depois da coleta do sangue, o encéfalo foi dissecado para 

coleta do hipotálamo e armazenados em tubo “RNAse free” mantidos em gelo seco, e 

posteriormente transferidos para freezer -80 ºC. 

 

Os seguintes tecidos foram coletados: 

 Hipotálamo total, seguindo os seguintes parâmetros: rostro-caudal, 1 mm antes do 

quiasma óptico e imediatamente posterior aos corpos mamilares; lateral, definido pelo 

trato óptico; e superior, pelo limite dorsal do terceiro ventrículo. 

 Tecido adiposo: subcutâneo abdominal, periuterino, periovariano e retroperitoneal, para 

avaliação da composição corporal;  

 Útero, para determinação de seu peso; 

 Sangue, para dosagem de leptina no soro. 

 

O sangue foi centrifugado (4 ̊ C e 4000 rpm, por 10 minutos) para obtenção e posterior 

armazenamento do soro sanguíneo. O útero foi coletado em paraformaldeído 4% e pesado 15-

20 dias após a coleta, após serem lavados com KPBS 0,02 molar. 

 

4.3.3 Extração de RNA de hipotálamo total 

 

As amostras de hipotálamo obtidas foram processadas através do protocolo de extração 

de RNA. As amostras foram retiradas do freezer -80 ºC, e em cada amostra foi adicionado 1 ml 

de TRIzol® reagent (Life technologies, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

EUA). As amostras então foram processadas com um politron para triturar o hipotálamo. Assim 

que as amostras foram homogeneizadas, elas ficaram em temperatura ambiente por 5 minutos. 

Após isso, foi acrescentado 200 l de clorofórmio (Synth, Diadema, Brasil), que ajuda a separar 

o RNA, do DNA e da parte lipídica. Depois de 5 minutos em temperatura ambiente, as amostras 
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foram centrifugadas para separar as três fases. Separadas as fases, coletou-se apenas o 

sobrenadante (aproximadamente 400 l), que corresponde ao RNA, que foi depositado em um 

novo tubo, juntamente com 500 l de isopropanol (Sigma). Depois de acrescentar o isopropanol 

a amostra foi centrifugada, e o isopropanol descartado. O mesmo processo foi repetido duas 

vezes, porém com etanol 75%. Na sequência esperou-se o pellet secar e na sequencia o mesmo 

foi reidratado com 50 l de 𝐻2𝑂 Depc. O RNA obtido foi quantificado com o uso do 

equipamento Epoch Microplate Spectophotometer (BioTek Instruments Inc) e analisado com o 

software Gen5 Data Analysis (BioTek Instruments Inc). 

 

4.3.4 Preparação de cDNA 

 

O RNA extraído passou por um pré-tratamento em que, em cada amostra, foi 

acrescentado 3,36 l de 𝑀𝑔𝐶𝑙2 [cloreto de magnésio, Roche (Roche Applied Science, Penzberg, 

Alemanha)], 0,32 l de DNAse  e um volume específico de 𝐻2𝑂 Depc, para que o volume final 

fosse de 20 l. As amostras foram incubadas em termociclador, 30 minutos à 37 ºC, 10 minutos 

à 75 ºC e alguns minutos à 4 ºC. Esse procedimento foi realizado para “eliminar” qualquer 

resquício de DNA que poderia estar na amostra. Em seguida, um mix de soluções (em que para 

cada amostra houvesse: 20 l de 5x Buffer [Invitrogen (Life technologies)], 10 l de DTT 

(Invitrogen), 20 l de dNTP (10mM) (Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japão), 10 l de Random 

primer (pdN6) (Roche), 20 l de 𝐻2𝑂 Depc e 1 l de SuperScript II Reverse Transcriptase 

(Invitrogen) foi preparado, e do qual em cada amostra foi pipetado 80 l do mesmo, gerando 

um volume final de 100 l para cada amostra. Novamente as amostras foram incubadas no 

termociclador, desta vez por 10 minutos à 25 ºC, 50 minutos à 42 ºC, 10 minutos à 72 ºC e 

alguns minutos à 4 ºC. Ao final, as amostras de cDNA geradas foram armazenadas em freezer 

-20 ºC.  

 

4.3.5 RT-PCR 

  

Para a preparação das reações, as amostras foram preparadas em duplicatas e o protocolo 

variou de acordo com a enzima que deveria ser usada. Para as reações que utilizaram a enzima 

SYBR® Green (Applied biosystems, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) 

o protocolo usado por amostra foi: 3,25 l de 𝐻2𝑂 Depc; 1,5 l de primer do gene de interesse; 

6,25 l de enzima SYBR® Green, sendo que era acrescentado 1,5 l de amostra de cDNA, 

produzindo um volume final de 12,5 l. Para as reações que utilizaram a enzima TaqMan®, o 
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protocolo utilizado por amostra foi: 4,4 l de 𝐻2𝑂 Depc; 0,35 l de primer do gene; 6,25 l de 

enzima TaqMan® (Applied biosystems), acrescentando 1,5 l de amostra de cDNA, com 

volume final de 12,5 l. Na tabela 2 estão descritas as sequências de primers utilizadas, bem 

como, a referência ao protocolo. As placas foram analisadas na máquina 7500 Real Time PCR 

System (Applied biosystems) e a quantidade relativa de RNAm foi calculada pelo método 2-ΔΔCt 

(Biosystems, 1997; Livak and Schmittgen, 2001; Rao et al., 2013; Schmittgen et al., 2000; 

Winer et al., 1999). 

Dependendo da enzima utilizada (SYBR® Green ou TaqMan®) o ciclo de temperaturas 

ao qual as amostras foram submetidas variou. Para os genes que utilizaram a enzima SYBR® 

Green, o protocolo de leitura da máquina se inicia em dois estágios de aquecimento, no primeiro 

a temperatura se eleva de 25 ºC para 50 ºC durante dois minutos, e no seguinte estágio a 

temperatura foi elevada à 95 ºC por dez minutos. Em seguida inicia-se a fase de ciclos, que se 

repete por quarenta vezes. Durante a repetição dos ciclos, a temperatura que já estava em 95 ºC 

se manteve por 15 segundos, que caracteriza a fase de denaturação, quando ocorre separação 

da dupla cadeia de DNA, e então a temperatura é diminuída para 60 ºC, em que ocorre de forma 

combinada as fases de anelamento e extensão, ou seja, os primers se pareiam com a fita molde 

de DNA e uma nova fita é produzida, respectivamente. Após os ciclos terminarem foi realizada 

uma avaliação de dissociação utilizando a produção de uma curva de melting, uma sequência 

de aumento e diminuição da temperatura entre 95 ºC e 60 ºC (aumento da temperatura de 60 ºC 

para 95 ºC, em que permanece por 15 segundos, seguida pelo retorno da temperatura em 60 ºC 

por um minuto, novamente um aumento da temperatura para 95 ºC por trinta segundos e 

finalizando em 60 ºC por quinze segundos; Figura 1). Já o protocolo de leitura dos genes que 

utilizaram a enzima TaqMan® consiste no mesmo protocolo da enzima SYBR® Green, porém 

sem a parte da curva de melting (Figura 7). 
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Figura 6. Ciclo de temperaturas utilizadas para a realização da técnica de PCR em tempo 

real (RT-PCR). Gráfico demonstrativo da sequência de temperaturas para leitura das placas de RT-PCR. 

Placas que utilizam a enzima SYBR® Green passam pelo ciclo completo. As placas que utilizam a 

enzima TaqMan® não passam pela parte do gráfico descrita como curva de melting.  

 

4.4 Caracterização gênica de núcleos hipotalâmicos durante a maturação sexual  

 

Fêmeas de linhagem C57Bl/6 foram acompanhadas diariamente a partir do 21º ao 70º 

dia de vida, para acompanhamento da maturação sexual conforme descrito no item 4.2.1. As 

fêmeas selecionadas para os experimentos estavam em 3 idades diferentes do desenvolvimento 

sexual, nas fases: pré-púbere (entre 12 e 16 dias de vida), púbere (entre 38 e 42 dias de vida) e 

adulta (com 10 semanas de vida, sendo selecionadas para experimento na fase de diestro). No 

momento da eutanásia os encéfalos foram dissecados e submetidos à técnica de microtomia em 

vibrátomo, seguindo as coordenadas definidas no atlas “The mouse brain sterotaxic 

coordinates” (Paxinos and Franklin, 2007). As seguintes áreas hipotalâmicas foram coletadas: 

área hipotalâmica pré-mamilar ventral (250 m de espessura, bregma de referência entre: -2,46 

a -2,54 mm); área hipotalâmica médio basal, (500 m de espessura, bregma de referência entre 

-1,70 mm a -2,30) e, área pré-óptica medial (250 m de espessura, bregma de referência entre 

0,62 a 0,38 mm).  

Após a obtenção dos cortes, as áreas específicas foram removidas bilateralmente com 

uma agulha estéril de 18G x 1”. Ao final da microdissecção dos núcleos de interesse, esses 

foram colocados em tubos do tipo eppendorf e armazenados a -80°C até o momento da extração 

de RNA e preparo do cDNA. O RNA total das amostras coletadas foi extraído com o kit de 

isolamento PicoPure RNA, seguindo as instruções do fabricante (Thermofisher Scientific) e o 

cDNA foi preparado conforme descrito no item 4.3.4, entretanto, estas amostras não foram 
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submetidas a pré-tratamento com DNAse. As reações de RT-PCR seguiram a descrição do item 

4.3.5, sendo que os primers utilizados estão descritos na Tabela 2. 

Os Cts dos genes constitutivos -actina (componente do citoesqueleto), Ppia 

(componente do citoesqueleto) e Gapdh (componente citoplasmático), foram usados para 

normalizar, por meio da análise 2−𝛥𝛥𝐶𝑡, os Cts dos demais genes avaliados. Para as áreas pré-

óptica medial e hipotalâmica médio basal, foi utilizada a média geométrica dos três genes 

constitutivos, enquanto que para a área pré-mamilar ventral foi usada para normalização a 

média geométrica dos genes constitutivos Gapdh e Ppia. Em todas as áreas analisadas, o grupo 

Adulto foi usado como grupo controle para comparação dos valores obtidos. 

 

Tabela 2. Lista de genes analisados via RT-PCR. Lista dos genes, suas sequências e o 

tamanho do amplicon que foram usados na análise dos hipotálamos totais coletados. 

Gene 
Direção da 

sequência 
Sequência do primer 

Comprimento do 

amplicon (pb) 

Ppia 

(constitutivo) 

Sq TATCTGCACTGCCAAGACTGAGT 
128 

ASq CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC 

Actb 

(constitutivo) 

Sq CCTCTGAACCCTAAGGCCAA 
90 

ASq AGCCTGGATGGCTACGTACA 

Gapdh 

(constitutivo) 

Sq GGCAGCCCAGAACATCAT 
110 

ASq CCGTTCAGCTCTGGGATGAC 

Pomc 
Sq GAGGCCACTGAACATCTTTGTC 

253 
ASq GCAGAGGCAAAACAAGATTGG 

Agrp 
Sq CTTTGGCGGAGGTGCTAGAT 

75 
ASq AGGACTCGTGCAGCCTTACAC 

Npy 
Sq CAGATACTACTCCGCTCTGCG 

72 
ASq GGGCTGGATCTCTTGCCATA 

Cart 
Sq CCGAGCCCTGGACATCTACT 

64 
ASq CCGCCTTGGCAGCTCCTT 

Gnrh1 
Sq GGCTTCTGCCATTTGATCCAC 

197 
ASq CCCTTTGACTTTCACATCC 

Kiss1 
Sq GGCAAAAGTGAAGCCTGGAT 

75 
ASq GATTCCTTTTCCCAGGCATT 

Esr1 
Sq GCAGATTGGGAGCAGCTGGTTCA 

129 
ASq TGGAGATTCAAGTCCCCAAA 
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Tabela 2. Continuação 

Gene 
Direção da 

sequência 
Sequência do primer 

Comprimento do 

amplicon (pb) 

Esr2 
Sq GCCAACCTCCTGATGCTTCTTT 

146 
ASq TTGTACCCTCGAAGCGTGTGA 

Ar 
Sq GAGTACCCTATCCCAGTCCCA 

106 
ASq TGGTCCCTGGTACTGTCCAA 

Pgr 
Sq GTGCTTACCTGTGGGAGCTG 

88 
ASq TGCAGTCATTTCTTCCAGCACA 

Tac2 
Sq CCGCTCCATCTCTCTGGAAG 

93 
ASq TGCATGTCACGTTTCTGTGG 

Gal 
Sq TGTCGCTAAATGATCTGTGGTTGTC 

121 
ASq TGCAACCCTGTCAGCCACTC 

Ob-rb 
Sq ACTTAATTTCCAAAAGCCTGAAACA 

83 
ASq CCAGAAGAAGAGGACCAAATATCAC 

Nos1 
Sq CGGACCTTGTAGCTCTTCCTC 

179 
ASq TTCGGCTGTGTCTTTGATGGA 

Mkrn3 
Sq AGCTGGACGAAGCAAATCCT 

63 
ASq GTTATCGCCCTCCTTGCACT 

Dlk1 
Sq AGGAACCATGGCAGTGCATC 

103 
ASq CAAGTTCCATTGTTGGCGCA 

Dio2 
Sq TGCTGACCTCAGAAGGGCT 

86 
ASq GGGAGCATCTTCACCCAGTTT 

Dio3 
Sq TTGTCCGACCTGATGGCTTC 

77 
ASq AAAATTGAGCACCAACGGGC 

 

4.5 Teste de Tolerância à Glicose e à Insulina 

 

Nos animais Kiss1 SOCS3 KO e controle, foi realizado o teste de tolerância à glicose 

(Glucose Tolerance Test – GTT). Para a realização do GTT fêmeas adultas (10 – 12 semanas 

de vida) foram individualizadas 3 dias antes do teste para se adaptarem ao isolamento e terem 

seu peso e consumo alimentar monitorado. No dia do teste, os animais foram colocados em 

restrição alimentar 4 horas antes (por volta das 10h da manhã). Amostras de sangue caudal 

desses animais foi coletado antes da injeção (tempo 0, basal) e, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos 

depois da injeção intraperitoneal de glicose (2g de glicose/Kg). A glicemia foi avaliada por 
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glicosímetro portátil (One Touch Ultra® - Johnson & Johnson), para obtenção das 

concentrações de glicose para o cálculo da área sob a curva de glicose sérica. 

Essas mesmas fêmeas foram submetidas ao teste de tolerância à insulina (Insulin 

Tolerance Test – ITT). Esse teste foi realizado a partir do terceiro dia após o GTT, período em 

que a ração e o peso corporal continuou sendo monitorado. No dia do teste, o preparo dos 

animais é o mesmo para o GTT, as fêmeas foram colocadas em restrição alimentar 4 horas antes 

do teste. Amostras de sangue caudal foi coletado no tempo 0, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos após 

a injeção intraperitoneal de insulina (0,75 UI/g). A glicemia foi avaliada por glicosímetro 

portátil como mencionado, para obtenção das concentrações de glicose para o cálculo da área 

sob a curva relativa ao momento inicial (tempo 0). 

 

4.6 Dosagem hormonal 

 

O soro sanguíneo obtido na coleta do sangue no momento do sacrifício dos animais foi 

utilizado para determinação das concentrações de leptina e estradiol circulante por teste ELISA 

de acordo com especificações do fabricante (estradiol: Mouse/Rat Estradiol ELISA – 

Calbiotech El Cajon, California, EUA; leptina: Mouse Leptin ELISA kit, #90030 – Crystal 

Chem, Illinois, EUA). 

 

4.7 Teste de sensibilidade à leptina 

 

Para avaliar a sensibilidade à leptina nos modelos propostos, fêmeas adultas (12 - 14 

semanas de vida) dos grupos NR, LepR SOCS3 KO, Nestin SOCS3 KO e Kiss1 SOCS3 KO, 

bem como, respectivos controles, foram isoladas, alimentadas ad libitum e no primeiro dia de 

teste, receberam uma injeção intraperitoneal de tampão fosfato salina (PBS) às 18 h (2 horas 

antes do ciclo escuro começar). O consumo alimentar e o peso corporal foram mensurados após 

4, 12 e 24 horas após a aplicação do PBS. O consumo alimentar foi avaliado medindo o peso 

da ração que estava na gaiola do animal e o peso do animal no momento da injeção e nos 

horários definidos. Assim foi possível comparar a média de alimento ingerido entre os grupos 

experimentais e seus controles, e também quanto o animal reteve de alimento no organismo ao 

avaliar o ganho/perda de peso durante esse período. No segundo dia após a primeira injeção, as 

fêmeas receberam outra injeção intraperitoneal, desta vez de leptina (2,5 g/g – Dr. A. F. Parlow 

– National Homrmone and Peptide Program, National Institute of Diabetes and Digestive and 

Kidney), e tiveram o peso e consumo alimentar mensurados nos mesmos períodos já 

estabelecidos. Com os dados obtidos foi determinada a porcentagem da redução no consumo 
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alimentar com a comparação da ingestão alimentar após a injeção de leptina em relação ao dia 

de injeção de veículo. 

 

4.8 Análises estatísticas  

 

As análises estatísticas foram realizada utilizando o software GraphPad Prism. Os 

resultados foram apresentados como média ± erro padrão da média. As diferenças entre os 

grupos foram comparadas usando o teste t de Student não pareado bicaudal, para comparações 

entre dois grupos, e teste ANOVA ONE-WAY, com pós-teste de Tukey, para comparação de 

todos os pares nas colunas, nas comparações entre três grupos. Foram considerados 

estatisticamente significantes valores de P < 0,05. 
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5. RESULTADOS  

 

5.1 Fêmeas criadas em ninhada reduzida apresentaram sobrepeso e antecipação da 

maturação sexual  

 

Ao acompanharmos o ganho de peso dos animais do grupo experimental NR, 

observamos que estes não apresentavam diferença no peso corporal aos 7 dias de vida em 

relação ao grupo controle (2 dias após a reorganização da ninhada; Figura 7 A). Entretanto, os 

animais do grupo NR apresentaram maior peso corporal em relação ao grupo controle a partir 

dos 14 dias de vida (Figura 7 A). Além disso, esses mesmos animais apresentaram maior peso 

corporal com relação ao grupo controle nas três fases averiguadas que caracterizam a maturação 

sexual: abertura vaginal, 1º estro e início da ciclicidade estral (Figura 7 B). 

Figura 7. Fêmeas criadas em ninhadas reduzidas se tornaram obesas. A. Peso corporal de 

fêmeas nos grupos controle (n=17) e NR (n=13). B. Peso corporal dos animais em diferentes fases da 

maturação sexual. Média ± erro padrão. *P<0,05.  

 

Ao avaliarmos a maturação sexual dos animais do grupo NR observamos que os mesmos 

apresentaram antecipação na idade de abertura vaginal (Figura 8 A-B), 1º estro (Figura 8 C-D) 

e início da ciclicidade estral (Figura 8 E-F). Por exemplo, enquanto mais de 50% das fêmeas 

no grupo NR apresentaram abertura vaginal aos 28 dias de vida, nenhuma fêmea controle 

apresentou este fenômeno aos 28 dias de vida (Figura 8 A). Além disto, enquanto cerca de 80% 

das fêmeas do grupo NR já havia apresentado 1º estro aos 38 dias de vida, apenas 10% das 

fêmeas do grupo controle haviam atingido o mesmo estágio de maturação sexual (Figura 8 C). 

Com relação à idade em que detectamos o início da ciclicidade estral 60% dos animais do grupo 

NR já haviam apresentado pelo menos um ciclo estral regular antes dos 40 dias de vida, 

enquanto que, na mesma faixa de idade menos do que 20% dos animais do grupo controle 

haviam apresentado pelo menos um ciclo estral regular. 
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Figura 8. Animais do grupo NR apresentam adiantamento da maturação sexual. A, C, E. 

Gráficos mostrando a porcentagem de fêmeas dos grupos controle (n=19) e NR (n=16) que exibiram 

abertura vaginal (C), 1º estro (E) e início de regularidade no ciclo estral (G). B, D, F. Tempo médio para 

os grupos controle e NR para apresentarem abertura vaginal (D), 1º estro (F) e início da ciclicidade (H). 

Média ± erro padrão. *P<0,05. 

  

Devido a diferença de peso corporal observada entre os grupos experimentais, o 

próximo passo foi avaliar os níveis circulantes de leptina. Um subgrupo de animais de ambos 

os grupos foi sacrificado no dia da abertura vaginal. Observamos que os animais do grupo NR 

apresentaram um aumento não significativo dos níveis circulantes de leptina (P=0,0791; Figura 

9 A). Além disto, ao avaliarmos o peso uterino de ambos os grupos, observamos que em média 
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o peso uterino das fêmeas do grupo NR, era maior em relação ao das fêmeas do grupo controle 

(Figura 9 B). 

 

Figura 9. Variações decorrentes do aumento de peso na infância. A. Concentração de leptina 

no soro de fêmeas no dia da abertura vaginal nos grupos controle e NR (n=7/grupo). B. Peso uterino das 

fêmeas dos grupos controle (n=8) e NR (n=6) no dia da abertura vaginal. Média ± erro padrão. *P<0,05; 

#P=0,0791.  

 

Para avaliarmos se em uma idade específica o adiantamento da maturação sexual 

observado no grupo NR era seguido por outras alterações, como variações da expressão de gene 

hipotalâmicos, coletamos tecidos de animais com 32 dias de vida (idade média em que os 

animais do controle apresentaram AV). Assim, nós constatamos que aos 32 dias de vida os 

animais do grupo NR apresentaram maior acúmulo de tecido adiposo nas regiões 

retroperitoneal, peri-uterina e subcutânea (Figura 10 A). O aumento significativo dos depósitos 

de tecido adiposo foi acompanhado por aumento significativo da leptina circulante (Figura 10 

B). Além disto, observamos que o peso uterino das fêmeas do grupo NR foi maior em relação 

ao grupo controle aos 32 dias de vida (Figura 10 C). Entretanto, não foi constatada nenhuma 

variação significativa na concentração plasmática do estradiol circulante entre os grupos 

(Figura 10 D). 
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Figura 10. Avaliação corporal dos grupos NR e controle, com 32 dias de vida. A. Gráfico 

de barras mostrando os resultados da comparação da adiposidade corporal entre os animais do grupo 

NR e controle (n=12/grupo) em 4 regiões diferentes: peri-ovariana, retroperitoneal (RP), peri-uterina, 

subcutânea, e da somatória das quatro regiões. B. Concentração plasmática de leptina no soro das fêmeas 

dos grupos NR e controle com 32 dias de vida (n=12/ grupo). C. Peso uterino das fêmeas dos grupos 

NR e controle com 32 dias de vida (n=12/ grupo). D. Concentração plasmática de estradiol no soro das 

fêmeas dos grupos NR e controle com 32 dias de vida (n=12/ grupo). Média ± erro padrão. *P<0,05. 

 

Ao avaliarmos o consumo alimentar de fêmeas adultas (10-12 semanas de vida) dos 

grupos NR e controle através do teste de sensibilidade à leptina (Figura 11), verificamos que as 

fêmeas do grupo NR apresentaram aumento no consumo alimentar após as primeiras quatro 

horas da injeção de leptina. Porém, 24 horas após a injeção de leptina, o consumo alimentar dos 

animais de ambos os grupos, sofreu uma redução significativa em relação ao período basal. 

Dessa forma, apesar de os animais do grupo NR ganharem maior peso, estes não apresentaram 

resistência à leptina, pelo menos na idade escolhida para a realização do teste.  
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Figura 11. Fêmeas adultas do grupo NR não apresentam resistência à leptina. Teste de 

sensibilidade à leptina para determinar a capacidade de uma injeção intraperitoneal aguda de leptina (2,5 

g/g) para reduzir a ingestão de alimentos em comparação com o dia de injeção de veículo (n= 9-12/ 

grupo). Média ± erro padrão. *P<0,05. 

 

5.2 Deficiência neuronal de SOCS3 induz a menor ganho de peso corporal e inibe a 

maturação sexual  

 

Como o SOCS3 é uma proteína que pertence à uma família de supressores de sinalização 

de citocinas e participa da cascata de resposta após a ativação de um receptor de citocina, como 

por exemplo, o receptor de leptina, sua inativação pressupõe uma maior sensibilidade à esse 

hormônio (Howard and Flier, 2006). Para determinarmos se a expressão neuronal do gene Socs3 

é necessária para a maturação sexual de camundongos animais com deleção global do gene 

Soc3 foram utilizados conforme descrito. Observamos que os animais do grupo experimental 

Nestin SOCS3 KO apresentaram menor ganho de peso corporal ao longo do desenvolvimento 

em relação ao seu respectivo grupo controle (Figura 12). 

 

Figura 12. Deleção neuronal do gene SOCS3 induz menor ganho do peso corporal. Peso 

corporal das fêmeas dos grupos controle (n=7) e Nestin SOCS3 KO (n=5). Média ± erro padrão. 

*P<0,05. 
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No acompanhamento da maturação sexual as fêmeas Nestin SOCS3 KO exibiram um 

atraso significativo na idade em que apresentaram abertura vaginal em comparação ao grupo 

controle (Figura 13 A-B). Enquanto apenas 10% das fêmeas Nestin SOCS3 KO já haviam 

exibido abertura vaginal até os 35 dias de idade, a maioria das fêmeas controle (90%) já havia 

apresentado a mesma característica na mesma idade (Figura 13 A). Além disso, as fêmeas 

Nestin SOCS3 KO atrasaram, em média, em 10 dias a abertura vaginal em relação ao grupo 

controle (Figura 13 B). Surpreendentemente, apenas 16,66% das fêmeas Nestin SOCS3 KO 

avaliadas (1 fêmea dentre 6 analisadas) apresentou 1º estro antes dos 70 dias de vida, enquanto 

todos os animais controle já haviam atingido esse estágio de maturação sexual nessa idade 

(Figura 13 C).  

 

Figura 13. Deficiência neuronal de SOCS3 afeta o desenvolvimento sexual. A. Gráfico de 

percentual de fêmeas que apresentaram abertura vaginal ao longo dos dias nos grupos controle (n=11) e 

Nestin SOCS3 KO (n=10). B. Idade média em que as fêmeas dos grupos controle e Nestin SOCS3 KO 

levaram para apresentar abertura vaginal. C. Porcentagem de animais dos grupos controle (n=7) e Nestin 

SOCS3 KO (n=6) que apresentaram 1º estro. Média ± erro padrão. *P<0,05. 

 

Na avaliação da sensibilidade à leptina, observamos que as fêmeas Nestin SOCS3 KO 

adultas apresentaram maior redução no consumo alimentar após a administração de leptina 

quando comparadas com o grupo controle, indicando um aumento na sensibilidade à mesma, 

conforme descrito na literatura (Mori et al., 2004; Pedroso et al., 2014) (Figura 14 A). Para 

determinarmos se as mudanças na maturação sexual podiam ser correlacionas a diferenças nos 

níveis circulantes de leptina, foram coletadas amostras de soro sanguíneo de um subgrupo de 

animais que foram sacrificados no dia da abertura vaginal. As fêmeas Nestin SOCS3 KO 

apresentaram redução significativa nos níveis circulantes de leptina (Figura 14 B) e, na mesma 

idade, menor peso uterino em relação as fêmeas controle (Figura 14 C). 
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Figura 14. Inativação global de SOCS3 do sistema nervoso central induz aumento da 

sensibilidade à leptina. A. Teste de sensibilidade à leptina para determinar a capacidade de uma injeção 

intraperitoneal aguda de leptina (2,5 g/g) em reduzir a ingestão de alimentos em comparação com o 

dia de injeção de veículo (n=4-10/ grupo). B. Concentração de leptina no soro dos grupos controle (n=4) 

e Nestin SOCS3 KO (n=5) no dia da abertura vaginal. C. Peso uterino de fêmeas dos grupos controle e 

Nestin SOCS3 KO (n=3/grupo) no dia da abertura vaginal. Média ± erro padrão. *P<0,05.  

 

5.3 Deleção do gene SOCS3 em células que possuem o receptor de leptina promove 

atraso na maturação sexual 

 

Ao contemplarmos os resultados obtidos com o grupo Nestin SOCS3 KO, notamos que 

eles eram restritivos, uma vez que a maturação sexual se mostrou ausente. Devido à essas 

limitações, nós buscamos um modelo experimental mais específico, que nos permitisse avaliar 

o efeito da deleção do gene Socs3 em uma população neuronal específica. Assim, geramos um 

modelo de camundongo em que o gene Socs3 estava inativado exclusivamente nas células que 

expressam LepR. No acompanhamento dos animais observamos que as fêmeas LepR SOCS3 

KO apresentaram menor ganho de peso corporal em relação às fêmeas controle durante o 

desenvolvimento (Figura 15 A). Entretanto, o peso corporal entre os grupos experimentais não 

variou nas datas de abertura vaginal e 1º estro (Figura 15 B). 

 

Figura 15. Deleção global do gene SOCS3 de células com receptor LepR causa redução de 

peso corporal. A. Peso corporal das fêmeas dos grupos controle (n=15) e LepR SOCS3 KO (n=10). B. 

Peso corporal dos animais em diferentes fases do amadurecimento sexual. Média ± erro padrão. *P< 

0,05. 
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Entretanto, as fêmeas LepR SOCS3 KO apresentaram atraso na idade de abertura 

vaginal (Figura 16 A-B) e idade de 1º estro (Figura 17 C-D). Enquanto, aproximadamente 80% 

dos animais controle apresentaram o 1º estro até 46 dias de vida, apenas 20% das fêmeas LepR 

SOCS3 KO haviam apresentando a mesma característica na mesma faixa de idade (Figura 16 

C). Além disso, a idade média de início do ciclo estral em fêmeas LepR SOCS3 KO foi tardia 

em relação ao grupo controle (Figura 16 E-F). Apenas 1 entre 16 fêmeas LepR SOCS3 KO não 

apresentou regularidade no ciclo estral até os 70 dias de vida.  

 

Figura 16. Deleção específica de SOCS3 causa atraso na maturação sexual. A, C, F. 

Gráficos mostrando a porcentagem de fêmeas dos grupos controle (n=13) e LepR SOCS3 KO (n=16) 

que apresentaram abertura vaginal (C), 1º estro (E) e ciclo estral normal (G). B, D, F. Tempo médio 
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necessário para que as fêmeas dos grupos controle e LepR SOCS3 KO apresentassem abertura vaginal 

(D), 1º estro (F) e início da ciclicidade estral (H). Média ± erro padrão. *P<0,05. 

 

Na avaliação da sensibilidade à leptina, verificamos que as fêmeas LepR SOCS3 KO 

adultas apresentaram aumento na resposta ao efeito anorexigênico agudo da leptina, apenas 24h 

após a injeção com leptina comparadas com o grupo controle (Figura 17 A). Para 

determinarmos se as mudanças na maturação sexual podiam ser correlacionas a diferenças nos 

níveis circulantes de leptina, foram coletadas amostras de soro sanguíneo de um subgrupo de 

animais que foram sacrificados no dia da abertura vaginal. Fêmeas LepR SOCS3 KO 

apresentaram redução nos níveis de leptina no soro sanguíneo (Figura 17 B), e também redução 

no peso do útero, comparadas com as fêmeas controle (Figura 17 C).  

 

Figura 17. Inativação do SOCS3 em células que expressam LepR causa redução de peso 

corporal durante a puberdade, atrasa o desenvolvimento sexual e aumenta a sensibilidade à 

leptina. A. Teste de sensibilidade à leptina para determinar a capacidade de uma injeção intraperitoneal 

aguda de leptina (2,5 g/g) para reduzir a ingestão de alimentos em comparação com o dia de injeção 

de veículo (n=10/ grupo). B. Concentração de leptina no soro das fêmeas dos grupos controle e LepR 

SOCS3 KO (n=8/grupo) no dia da abertura vaginal. C. Peso uterino das fêmeas dos grupos controle e 

LepR SOCS3 KO (n=7/grupo) no dia da abertura vaginal. Média ± erro padrão. *P<0,05.  

 

Para avaliarmos se variações semelhantes nos níveis circulantes de leptina e no tamanho 

uterino ocorreriam em uma idade específica, animais LepR SOCS3 KO foram sacrificados com 

32 dias de vida. Dentre os parâmetros analisados, foi constatado que fêmeas LepR SOCS3 KO 

possuíam menor acúmulo de gordura corporal em relação ao grupo controle (Figura 18 A), fato 

que foi acompanhado por menor concentração plasmática de leptina (Figura 18 B). Além disto, 

verificamos que o peso uterino era semelhante entre os animais LepR SOCS3 KO e respectivo 

controle (Figura 18 C), embora as concentrações plasmáticas de estradiol estivessem 

aumentadas no grupo LepR SOCS3 KO (Figura 18 D). 
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Figura 18. Avaliação corporal dos grupos LepR SOCS3 KO e controle, com 32 dias de 

vida. A. Gráfico de barras mostrando os resultados da comparação da adiposidade corporal entre os 

animais do grupo LepR SOCS3 KO e controle (n=10-11/ grupo) em 4 regiões diferentes: peri-ovariana, 

retroperitoneal (RP), peri-uterina, subcutânea, e da somatória das quatro regiões. B. Concentração de 

leptina no soro das fêmeas dos grupos LepR SOCS3 KO e controle com 32 dias de vida (n=9-11/ grupo). 

C. Peso uterino das fêmeas dos grupos LepR SOCS3 KO e controle com 32 dias de vida (n=10-11/ 

grupo). D. Concentração de estradiol no soro das fêmeas dos grupos LepR SOCS3 KO e controle com 

32 dias de vida (n=9-11/ grupo). Média ± erro padrão. *P<0,05.  

 

5.4 Diferentes níveis de sensibilidade à leptina promovem alterações na expressão 

gênica de genes metabólicos 

 

Para determinarmos se os efeitos observados em relação a maturação sexual eram 

seguidos por modificações na expressão de genes relacionados ao controle metabólico ou a 

regulação do eixo HPG, avaliamos a expressão hipotalâmica de genes específicos em dois 

subgrupos experimentais: 1) animais que tiveram o hipotálamo coletado no dia de detecção da 

abertura vaginal, nos grupos NR, Nestin SOCS3 KO, LepR SOCS3 KO e respectivos controles 

e, 2) animais que foram sacrificados aos 32 dias de vida, nos grupos NR, LepR SOCS3 KO e 

respectivos controles. A expressão dos seguintes genes foi avaliada: pró-opiomelanocortina 

(Pomc), transcrito regulado pela cocaína e anfetamina (Cart), neuropeptídeo Y (Npy), proteína 

relacionada ao gene agouti (Agrp), receptor de leptina (Ob-rb) e galanina (Gal), relacionados 
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com o controle metabólico, e os genes receptor de estrógeno do tipo  (Esr1, hormônio 

liberador de gonadotrofinas (Gnrh1), kisspeptina (Kiss1), neurocinina b (Tac2) e óxido nítrico 

sintase 1 (Nos1), relacionados com a regulação de aspectos reprodutivos. 

Nos encéfalos coletados no dia da abertura vaginal observamos que no grupo NR não 

houve variação na expressão de Cart, porém houve aumento da expressão do RNAm de Pomc 

e redução na expressão do RNAm de Npy e Agrp, em relação ao seu respectivo grupo controle 

(Figura 19 A). Nos animais do grupo Nestin SOCS3 KO e controle, não foram observadas 

nenhuma alteração significativa na expressão dos genes mencionados (Figura 19 B). Enquanto 

que, na análise realizada nos hipotálamos coletados dos animais do grupo LepR SOCS3 KO, 

foi constatado um aumento na expressão apenas do Npy, já os demais genes metabólicos não 

apresentaram variação na expressão em relação ao respectivo controle, (Figura 19 C).  

Além disto, em todos os grupos experimentais não observamos variações na expressão 

dos genes relacionados à reprodução, como Kiss1, Esr1 e Gnrh1 em relação aos seus 

respectivos grupos controle. Sugerindo que os resultados observados, pelo menos nos grupos 

NR e respectivo controle, bem como, LepR SOCS3 KO e respectivo grupo controle, ocorreram 

devido a diferença no peso corporal e não devido a alteração da modulação do eixo HPG.  
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Figura 19. Expressão gênica hipotalâmica no dia da abertura vaginal. A, B e C. Resultados 

da análise da expressão gênica do hipotálamo total das fêmeas dos grupos (A) NR (n=7) e controle 

(n=8), (B) Nestin SOCS3 KO (n=5) e controle (n=8), (C) LepR SOCS3 KO (n=8) e controle (n=8). 

Média ± erro padrão. *P<0,05. 



55 
 

 

Ao avaliarmos a expressão de genes hipotalâmicos aos 32 dias observamos que o grupo 

NR apresentou um aumento significativo da expressão do RNAm que codifica o Cart e houve 

aumento não significativo da expressão de Pomc em relação ao grupo controle. Além disto, o 

grupo NR apresentou redução da expressão do Npy, enquanto a expressão de Agrp não variou. 

(Figura 20 A). No grupo LepR SOCS3 KO, não foram observadas variações significativas na 

expressão dos genes relacionados ao controle metabólico (Figura 20 B). Em relação aos genes 

analisado que se correlacionam com o eixo HPG, notamos que em ambos os grupos não houve 

variação na expressão de genes importantes para a reprodução como Gnrh1, Esr1 e Kiss1. 

Curiosamente, tanto na análise do grupo NR em relação ao seu respectivo controle, como os 

animais LepR SOCS3 KO em relação ao seu respectivo controle, apresentaram aumento da 

expressão de Tac2 (Figura 20 A e B). 

 

Figura 20. Expressão gênica hipotalâmica aos 32 dias de vida. A e B. Resultados da análise 

da expressão gênica do hipotálamo total de fêmeas com 32 dias de vida dos grupos (A) NR e controle 

(n=8/ grupo) e (B) LepR SOCS3 KO e controle (n=8/ grupo). Média ± erro padrão. *P<0,05. # P= 

0,0650.  
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5.5 Acasalamento de animais Kiss1-Cre com animais SOCS3-flox promovem a 

inativação do Socs3 em células que expressam o gene Kiss1 

 

Ao acasalarmos animais Kiss1-Cre com animais Socs3-flox promovemos a 

recombinação da Cre-recombinase com os sítios loxP e assim, numa mesma ninhada, geramos 

animais com a inativação do Socs3 de células que expressam Kiss1 e animais sem a inativação, 

que foram usados como controle. A recombinação, como pode ser observado na Figura 21, 

ocorre quando há a deleção do trecho específico que fica entre os sítios loxP. Ao fazermos a 

análise do gel de eletroforese proveniente do PCR do DNA dos animais com a deleção, os 

animais Kiss1 SOCS3 KO apresentam a marcação das bandas na altura de 250 pares de bases 

(pb) (Pedroso et al., 2014; Yasukawa et al., 2003).  

 
Figura 21. Validação do animal Kiss1 SOCS3 KO. Fotografia da marcação das bandas do gel 

de eletroforese do procedimento de validação do modelo Kiss1 SOCS3 KO. H: hipotálamo. G: gônadas. 

 

5.6 Deleção global do gene SOCS3 de células que expressam o gene Kiss1 não interfere 

na maturação sexual de camundongos 

 

Para determinarmos se a inativação do gene Socs3 apenas das células que expressam o 

gene Kiss1, poderia interferir no desenvolvimento e maturação sexual de camundongos, fêmeas 

Kiss1 SOCS3 KO e respectivo controle foram avaliados. Na avaliação do peso corporal semanal 

notamos que não houve diferença no ganho de peso corporal quando comparamos as fêmeas 

Kiss1 SOCS3 KO às fêmeas controles (Figura 22 A). Além disto, a média do peso corporal no 

dia em que os eventos relacionados a maturação sexual ocorreram foi semelhante entre os 

grupos (Figura 22 B). 
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Figura 22. Peso corporal não é afetado pela deleção de Socs3 nas células que expressam o 

gene Kiss1. (A) Peso corporal das fêmeas dos grupos Controle (n=14) e Kiss1 SOCS3 KO (n=13). (B) 

Peso corporal dos animais em diferentes fases do amadurecimento sexual (Controle: n=20; Kiss1 

SOCS3 KO: n=18). Média ± erro padrão. P>0,05. 
  

Ao avaliarmos a maturação sexual das fêmeas Kiss1 SOCS3 KO constatamos que a 

deleção do gene Socs3 em células que expressam o gene Kiss1 não foi suficiente para alterar a 

idade da abertura vaginal ou 1º estro (Figura 23). Como podemos observar na Figura 23 A e B, 

a idade média de abertura vaginal entre os grupos foi semelhante, sendo que, 50% dos animais 

de ambos os grupos apresentaram abertura vaginal com 31 dias de vida. Em ambos os grupos, 

Kiss1 SOCS3 KO e controle, a ocorrência do 1̊ estro também ocorreu em idades semelhantes 

(Figura 23 C e D), sendo que, 75% dos animais apresentaram a primeira cornificação no lavado 

vaginal com 58 dias de vida. Na avaliação do início de ciclicidade estral, o mesmo padrão se 

repetiu, animais de ambos os grupos exibiram início do ciclo estral em idades semelhantes 

(Figura 23 E e F).  
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Figura 23. Expressão de Socs3 em células que expressam o gene Kiss1 não é necessária 

para a maturação sexual de fêmeas. (A, B, E). Gráficos mostrando a porcentagem de fêmeas Controle 

e Kiss1 SOCS3 KO que apresentaram abertura vaginal (A; Controle: n=20; Kiss1 SOCS3 KO: n=18), 

primeiro estro (B; Controle: n=20; Kiss1 SOCS3 KO: n=18) e início de regularidade no ciclo estral (C; 

Controle: n=14; Kiss1 SOCS3 KO: n= 16). (B, D, F). Gráficos representando o tempo médio para as 

fêmeas dos grupos Controle e Kiss1 SOCS3 KO apresentarem abertura vaginal (B), primeiro estro (D) 

e início de ciclo estral (F). Média ± erro padrão. P>0,05. 

 

Como os animais gerados representavam um novo modelo experimental ainda não 

descrito na literatura, além dos experimentos propostos, decidimos verificar outros parâmetros 
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relacionados ao sistema reprodutivo. Avaliamos a duração do ciclo estral, e quantos dias as 

fêmeas permaneceram em cada fase do ciclo estral (estro, metestro e diestro) (Figura 24 A). 

Constatamos que não houve variação nem na duração dos ciclos, nem no tempo de duração de 

cada fase específica (Controle: 5,2 ± 0,1 dias, n= 8; Kiss1 SOCS3 KO: 5,5 ± 0,01 dias, n=11; 

P= 0,1043). Com relação à fertilidade, analisamos o tempo de acasalamento de fêmeas Kiss1 

SOCS3 KO com machos homozigotos para o Socs3-flox, e também avaliamos o número de 

filhotes gerados na primeira ninhada de cada uma das fêmeas avaliadas. Ao compararmos os 

dois grupos, não foram observadas diferenças entre o número de dias até as fêmeas gerarem os 

filhotes (Figura 24 B) e nem entre o número de filhotes gerados (Figura 24 C). 

 

Figura 24. Inativação de Socs3 em células que expressam o gene Kiss1 não afetam a 

fertilidade. (A) Gráficos representativos demonstrando dia-a-dia do ciclo estral de fêmeas Controle 

(esquerda) e KO (direita). (B) Gráfico mostrando o tempo médio que fêmeas Controle (n=8) e KO (n=9) 

levaram desde que colocadas para acasalar até a concepção dos filhotes. (C) Gráfico demonstrando o 

número médio de filhotes por ninhada das fêmeas Controle (n=8) e KO (n=9) colocadas para acasalar. 

Média ± erro padrão. P>0,05. 
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5.7 Metabolismo glicêmico não sofre alterações com a inativação de Socs3 em células 

Kiss1 

 

Na análise do GTT e ITT, que indicariam alterações no metabolismo glicêmico, visto 

que células pancreáticas expressam o gene Kiss1 (Hauge-Evans et al., 2006), notamos que 

animais com inativação do gene Socs3 apresentaram resposta semelhantes aos animais controle 

(Figura 25). Ou seja, os animais Kiss1 SOCS3 KO também apresentaram aumento da glicemia 

após a injeção de glicose intraperitoneal, com redução gradual dos níveis glicêmicos após ao 

longo do período avaliado, voltando à valores normais após 2 horas do início do teste (Figura 

25 A e C). Da mesma forma, ao injetarmos insulina intraperitoneal nesses mesmos animais, 

ocorreu uma redução dos níveis glicêmicos, acompanhando os valores dos animais controle, e 

retornando à sua normalidade durante o período acompanhado (Figura 25 B e D). 

 
Figura 25. Inativação do SOCS3 de células que expressam o gene Kiss1 não interfere no 

metabolismo glicêmico. (A). Gráfico de curva glicêmica nos tempos 0, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos 

após uma injeção de 2g de glicose/ Kg nas fêmeas Controle (n=11) e Kiss1 SOCS3 KO (n=11). (B) 

Gráfico de curva glicêmica nos tempos 0, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos após uma injeção de 0,75 l de 

insulina/ 1mL de salina (0,1 mL/ 10 g de cada camundongo) nas fêmeas Controle e Kiss1 SOCS3 KO. 

(C) Gráfico de barras sobre a área sob a curva (ASC) do GTT. (D) Gráfico de barras sobre a área sob a 

curva do ITT. Média ± erro padrão. P>0,05. 
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5.8 Resposta à leptina e composição corporal não são afetados pela deleção de SOCS3 

em células Kiss1 

 

Ao avaliarmos o consumo alimentar de fêmeas adultas (12 - 14 semanas de vida) dos 

grupos Kiss1 SOCS3 KO e controle através do teste de sensibilidade à leptina, verificamos que 

todos os animais reduziram significativamente o consumo alimentar em todos os pontos 

avaliados após a injeção, indicando que o teste funcionou, porém não houve diferença entre os 

grupos (Figura 26 A). Além disto, na análise dos depósitos da gordura corporal (Figura 26 B) 

e do peso uterino (Figura 26 C) não foram observadas diferença entre os grupos experimentais.  

 

Figura 26. Sensibilidade à leptina entre grupos experimentais é semelhante e a inativação 

do SOCS3 não afeta a composição corporal. (A) Teste de sensibilidade à leptina para determinar a 

capacidade de uma injeção intraperitoneal aguda de leptina (2,5 g/g) para reduzir a ingestão de 

alimentos em comparação com o dia de injeção de veículo (n= 8/ grupo). (B) Gráfico de barras do peso 

da gordura corporal das regiões: subcutânea, peri-ovariana, peri-uterina, retroperitoneal e a somatória 

de todas essas regiões (Kiss1 SOCS3 KO: n=10; Controle: n=11). (C) Gráfico de barras da média do 

peso dos úteros das fêmeas sacrificadas (Kiss1 SOCS3 KO: n=10; Controle: n=11). Média ± erro 

padrão. *P<0,05. 

 

Antes de passarmos para a segunda parte do projeto, que é a análise das regiões 

hipotalâmicas relacionadas com o controle reprodutivo e metabólico, para facilitar o 
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entendimento de todos os acompanhamentos realizados, segue uma tabela (Tabela 3) com um 

resumo dos resultados mais importantes. 

 

Tabela 3. Resumo dos resultados dos grupos acompanhados.  

 NR 
Nestin SOCS3 

KO 

LepR SOCS3 

KO 

Kiss1 SOCS3 

KO 

Serum Leptina Aumenta Diminui Diminui ---------------- 

Útero Hipertrofia Atrofia Atrofia Não muda 

Gordura Maior acúmulo ---------------- Diminui Não muda 

AV Adianta Atrasa Atrasa Não muda 

1º estro Adianta ---------------- Atrasa Não muda 

Ciclicidade Adianta ---------------- Atrasa Não muda 

Sensib. Leptina Não muda Aumenta Aumenta* Não muda 

 

5.9 O desenvolvimento da maturação sexual de camundongos fêmeas é acompanho por 

mudanças na expressão de genes hipotalâmicos 

 

Na análise das regiões hipotalâmicas contendo os núcleos de interesse definimos os 

genes a serem analisados com base em dados da literatura (Abreu et al., 2015; Bohlen et al., 

2016; Dauber et al., 2017; Ratra and Elias, 2014), sendo que foram selecionados genes 

relacionados com o eixo reprodutivo e com o controle metabólico. 
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Na análise da área pré-óptica medial (Figura 27), os genes avaliados foram: Gnrh1, 

Nos1, Esr1, Esr2 (receptor de estrógeno do tipo ), Ar (receptor de andrógeno) e Pgr (receptor 

de progesterona). Observamos que em relação as idades escolhidas, ocorreu uma diminuição 

da expressão do gene Esr1 após a puberdade, e diminuição na expressão do gene Nos1 entre as 

fêmeas dos grupos Pré-púbere e Púbere. Além disto, observamos um aumento do gene Ar a 

partir da puberdade, e a expressão do gene Pgr é elevada nos animais adultos, enquanto não 

foram observadas variações na expressão dos genes Gnrh1 e Esr2. 

 
Figura 27. Análise da expressão gênica de genes relacionadas com reprodução na área pré-

óptica medial. Resultado da análise da expressão gênica de fêmeas nas idades pré-púbere, púbere e 

adultas (n = 7/grupo). Média ± erro padrão. * P< 0,05. 

 

Na análise da área hipotalâmica médio basal (Figura 28), observamos que a partir da 

puberdade houve um uma diminuição significativa da expressão do gene Mkrn3 (makorin ring 

finger protein 3) e aumento significativa na expressão dos genes Dlk1 (protein delta homolog 

1), Gnrh1, Ar e Pgr em relação aos demais grupos avaliados. Além disso, a expressão do gene 

Tac2 apresentou um aumento comparando apenas o grupo pré-púbere e o grupo adulto. Sendo 

que, não foram observadas diferenças na expressão dos genes Kiss1, Esr1 e Esr2 entre os 

grupos. 

 
Figura 28. Análise da expressão gênica de genes relacionadas com reprodução na área 

médio basal. Resultado da análise da expressão gênica de fêmeas nas idades pré-púbere, púbere e 

adultas (n = 5-7/grupo). Média ± erro padrão. * P< 0,05. 
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Na análise da área pré-mamilar ventral (Figura 29), observamos um aumento da 

expressão dos genes Nos1 e Pgr, sendo que, a diferença do gene Pgr foi evidenciada apenas 

entre os grupos pré-púbere e adulto. A expressão do RNAm dos genes Esr1, Esr2 e Ar não 

variou entre os grupos avaliados. 

 
Figura 29. Análise da expressão gênica de genes relacionadas com reprodução na área pré-

mamilar ventral. Resultado da análise da expressão gênica de fêmeas nas idades pré-púbere, púbere e 

adultas (n = 6-8/grupo). Média ± erro padrão. * P< 0,05. 
 

A análise dos genes relacionados ao metabolismo (Figura 30) foi realizada na área 

médio basal, enquanto que na área pré-óptica medial avaliamos a expressão do Ob-rb, e na área 

pré-mamilar ventral avaliamos a expressão do gene Ob-rb e Cart. Observamos que na área 

médio basal após a puberdade ocorreu uma diminuição significativa da expressão dos genes 

iodotironinas deiodinases tipo 2 e 3 (Dio2 e Dio3, respectivamente). Além disso, observamos 

um aumento significativo na expressão do gene Pomc a partir da puberdade, assim como do 

gene Gal, cuja diferença foi evidenciada apenas entre os grupos pré-púberes e adulto. Por outro 

lado, observamos a diminuição do gene Agrp quando comparado com os grupos púbere e 

adulto. Não foi observada diferença na expressão do RNAm do gene Ob-rb entre os grupos. 

Em compensação, na área pré-óptica medial observamos uma diminuição significativa do gene 

Ob-rb a partir da puberdade. Na área pré-mamilar ventral, a expressão do gene Cart apresentou 

aumento após a puberdade, enquanto que, não detectamos alterações na expressão do gene Ob-

rb. 
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Figura 30. Análise da expressão gênica de genes relacionadas com o controle metabólico. 

Resultado da análise da expressão gênica da área pré-óptica medial (n = 7/grupo), área médio basal (n 

= 5-7/grupo) e área pré-mamilar ventral (n = 6-8/grupo) de fêmeas nas idades pré-púbere, púbere e 

adultas. Média ± erro padrão. * P< 0,05. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Nossos resultados demonstraram que, em fêmeas com maior aporte de alimento em fase 

lactente (modelo Ninhada Reduzida), elas são mais pesadas que seu grupo controle desde os 14 

dias de vida, há adiantamento de todas as fases da maturação sexual e não há alteração na 

sensibilidade à leptina. Já a inativação do Socs3 causa diferentes graus de resposta dependendo 

das células de onde são inativadas: 1) quando inativado globalmente do SNC (modelo Nestin 

SOCS3 KO), as fêmeas além de serem muito mais leves que o seu controle, apresentam apenas 

a primeira das três fases que definem a maturação sexual e têm a sensibilidade à leptina 

aumentada; 2) quando a inativação do gene ocorre em células que expressam o receptor de 

leptina (modelo LepR SOCS3 KO), as fêmeas são mais leves que seu grupo controle, 

apresentam um atraso no desencadear das três fases da maturação sexual e a sensibilidade à 

leptina também está aumentada; 3) quando a inativação ocorre apenas em células que 

expressam o gene Kiss1 (modelo Kiss1 SOCS3 KO), as fêmeas não apresentaram nenhum tipo 

de alteração, nem corporal, nem no desenvolvimento da maturação sexual e nem na 

sensibilidade à leptina. Ainda sobre esses modelos, observamos que alguns genes no 

hipotálamo relacionados à reprodução e ao metabolismo apresentam alterações na expressão do 

RNAm em idade próxima ao da abertura vaginal. Falando sobre genes metabólicos e 

reprodutivos, uma outra parte deste estudo foi avaliar a variação que ocorre na expressão do 

RNAm de alguns genes dessas categorias durante três idades diferentes (pré-púbere, púbere e 

adulto) em núcleos hipotalâmicos específicos. Essa análise teve como objetivo traçar um perfil 

sobre quais alterações moleculares podem estar associadas com a evolução do processo de 

amadurecimento reprodutivo sob controle metabólico. 

Em humanos, a discussão de que um determinado peso é essencial para o desencadear 

da maturação sexual já está estabelecido a algum tempo (Frisch and McArthur, 1974). Desde 

então, diversos estudos tem demonstrado que, principalmente em meninas, tem ocorrido um 

adiantamento da maturação sexual e que esse fenômeno pode estar intimamente relacionado ao 

aumento excessivo de peso que as crianças estão apresentando desde as últimas décadas (Biro 

et al., 2012; Day et al., 2015; Ogden et al., 2016). A obesidade e o sobrepeso infantil já são 

considerados como doenças não comunicáveis pela Organização Mundial de Saúde (World 

Health Organisation, 2016; World Health Organization - WHO, 2015), principalmente por 

promoverem a predisposição a outras doenças (Novelle et al., 2017; Speiser et al., 2005). Existe 

uma miríade de fatores que podem promover a obesidade e o sobrepeso, desde a grande 
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facilidade para obtenção de alimentos de alto valor calórico até efeitos epigenéticos e 

programação intrauterina (Kubo et al., 2016). 

No grupo NR deste trabalho, nós observamos que os animais se tornaram mais pesados 

que seu grupo controle ainda em fase lactente, e que essa proporção de maior peso se manteve 

durante todo o período do acompanhamento, estando de acordo com outros trabalhos na área 

que se referem à camundongos e ratos (Chabod et al., 2011; Habbout et al., 2013; Heidel et al., 

1999; Kennedy, 1957; Andreas Plagemann et al., 1999; Zhang et al., 2011). Também notamos 

que essas fêmeas apresentaram adiantamento em todas as fases da maturação sexual, além de 

apresentarem maior tamanho uterino e quantidade acumulada de gordura, que foi acompanhado 

por níveis elevados de leptina circulante aos 32 dias de vida. Sánchez-Garrido e colaboradores 

(2013) obtiveram resultados semelhantes ao adiantamento da maturação sexual em ratos Wistar 

machos que foram submetidos à ninhada reduzida. Nesse mesmo trabalho, entretanto, as fêmeas 

provenientes de ninhada reduzida, embora mais pesadas que seu grupo controle, não 

apresentaram adiantamento da abertura vaginal (Sánchez-Garrido et al., 2013).  

Apesar de alguns estudos mostrarem que roedores de ninhadas reduzidas desenvolvem 

resistência central à leptina (A. Plagemann et al., 1999; Rodrigues et al., 2011; Zhang et al., 

2011), em nosso estudo as fêmeas do grupo NR não apresentaram resistência a leptina, pelo 

menos na idade avaliada. Os dados obtidos estão de acordo com o observado em um estudo 

realizado com ratas fêmeas, em que os animais de ninhada reduzida, tinham mais leptina 

circulante que os animais controle aos 30 dias de vida, dessa forma, levantando a hipótese de 

que tivessem desenvolvido resistência ao hormônio. Esses animais após 2 horas do tratamento 

com leptina, apesar de não mostrarem diferença na sensibilidade ao hormônio com relação ao 

grupo controle, mantiveram os níveis de leptina elevados, sugerindo que o excesso de nutrição 

em fase lactente não necessariamente causa resistência à leptina, apesar de aumentar o peso 

corporal, a adiposidade e os níveis circulantes de leptina (Castro-González et al., 2015). Apesar 

de nesse estudo de Castro-González e colaboradores não ter sido observado mudanças no 

desencadear da maturação sexual das ratas que avaliaram (Castro-González et al., 2015),  um 

estudo de 2016 com meninas mostrou que os níveis elevados de leptina circulante pode ser um 

indicador de adiantamento da menarca, independente do índice de massa corporal (Gavela-

Pérez et al., 2016).  

Nossos resultados em relação a expressão de genes hipotalâmicos obtidos no grupo NR, 

em que mostramos um aumento da expressão de Pomc e redução na expressão de Npy, estão 

em acordo com resultados obtidos em protocolos que causam obesidade induzida por dieta 

(Hagan et al., 1999; Pedroso et al., 2014; Ziotopoulou et al., 2017). Em outro trabalho realizado 
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com ratas fêmeas, foi demonstrado que os animais tratados com dieta rica em gordura em 

período lactente se tornaram mais pesadas que seu grupo controle, e que apesar de não ter 

acontecido adiantamento da maturação sexual, 30% delas apresentaram irregularidades no ciclo 

estral (Lie et al., 2013). Dessa forma, levantamos a possibilidade de que os efeitos da obesidade 

induzida por redução de ninhada, ou outro protocolo não explorado no presente trabalho, podem 

impactar a maturação sexual dependendo da idade em que o indivíduo estiver sujeito as 

alterações alimentares, sendo que, alterações crônicas em fase inicial da vida, antecedendo a 

puberdade, provavelmente tem uma influência maior sobre a maturação sexual.  

Ainda assim, Rodrigues e colaboradores relataram que há um aumento da expressão de 

Socs3 em ratos de ninhada reduzida, o que poderia indicar resistência central à leptina 

(Rodrigues et al., 2011). Sabendo que o SOCS3 é uma das moléculas responsáveis por bloquear 

a cascata de atividade do LepR (Bjørbæk et al., 1998), a inativação desse gene promove um 

aumento da resposta celular aos efeitos de citocinas, incluindo a leptina. Por causa do efeito na 

sensibilidade à leptina, diferentes estudos induziram a deleção específica do Socs3 em células 

alvo para entender sua função específica. Em machos, a inativação do Socs3 no SNC melhora 

a homeostase da glicose, e nos animais com inativação do Socs3 em células que expressam o 

LepR, previne contra a resistência à leptina e à insulina induzida por dieta rica em caloria 

(Pedroso et al., 2014). Em fêmeas a inativação do Socs3 das células que possuem o LepR 

previne ainda: 1) a hiperfagia induzida pela gravidez; 2) o acúmulo de gordura corporal; 3) 

melhora a resistência à leptina e à insulina; sem impedir as fêmeas de continuarem com a 

gravidez (Zampieri et al., 2015).   

No presente estudo demonstramos que a inativação específica do gene Socs3 no SNC 

ou em células que expressam o LepR, induziu o aumento da sensibilidade à leptina, como 

esperado, sendo acompanho por déficits significativos na maturação sexual, principalmente nas 

fêmeas Nestin SOCS3 KO. Além disto, em ambos modelos experimentais observamos menor 

ganho de peso corporal ao longo do desenvolvimento. Em camundongos um atraso na 

maturação sexual também foi observado em animais provenientes de ninhadas grandes, ou seja, 

que acabam recebendo menos alimento, apresentando um quadro de desnutrição (Caron et al., 

2012). Em ratos Wistar de ambos os sexos subnutridos, o mesmo efeito de menor peso corporal 

e atraso na maturação sexual também já foi relatado (Sánchez-Garrido et al., 2013). Além disto, 

na análise da expressão de genes hipotalâmicos, observamos aumento da expressão do Npy, 

possivelmente para servir como mecanismo compensatório devido ao baixo peso corporal. 

Em animais de NR e LepR SOCS3 KO observamos o aumento da neurocinina b com 

32 dias de vida. Gill e colaboradores estudaram os efeitos da neurocinina b no desencadear da 



69 
 

 

maturação sexual. Eles observaram que tanto camundongos fêmeas controle quanto com 

deleção do Gnrh1, com 30 dias de vida, apresentavam valores elevados de neurocinina b e de 

seu receptor em função da puberdade, sugerindo que durante o desencadear da maturação 

sexual, Tac2 não é tão sensível ao controle negativo de hormônios sexuais. Esse fato foi 

comprovando com um experimento comparando a sensibilidade do Tac2 e do Kiss1 ao 

estradiol, em que a expressão de Kiss1 foi muito mais sensível à regulação negativa do 

hormônio sexual (Gill et al., 2012). Em 2009 foi descoberto que mutações na neurocinina b ou 

em seu receptor causam disfunções reprodutivas (Navarro et al., 2012; Topaloglu et al., 2009). 

É importante destacar que animais Nestin-Cre são conhecidos por apresentarem menor 

peso corporal, pois o modelo ao ser gerado teve inserido junto à Cre-recombinase o hormônio 

de crescimento humano (hGH), sendo que, essa inserção promove a maior ativação 

hipotalâmica do receptor do hormônio de crescimento (GHr), além do receptor de prolactina 

(Declercq et al., 2015; Galichet et al., 2010). Nossos resultados são semelhantes à relatos já 

descritos na literatura que mostraram que animais com a inativação global do Socs3 no SNC 

apresentam outros problemas além da diminuição significativa do peso corporal, indicando que 

o papel do SOCS3 no SNC é muito importante para manutenção do organismo (Briancon et al., 

2010; Mori et al., 2004; Pedroso et al., 2014). Como as fêmeas LepR SOCS3 KO, entretanto, 

não apresentaram diferença no peso corporal nas idades específicas das fases da maturação 

sexual, nossos resultados sugerem que os organismos precisam atingir um determinado peso 

corporal para atingir cada estágio da maturação sexual. Algo semelhante já foi relatado para 

garotas (Frisch and McArthur, 1974).  

Dois estudos mostraram a correlação entre o acúmulo de tecido adiposo e os níveis de 

hormônios sexuais, um deles realizado em ratas e outro realizado em meninas (Cannady et al., 

2000; De Ridder et al., 1990). Por causa disso, supomos que nossos animais apresentariam 

variações nos níveis circulantes de estrógeno, uma vez que notamos diferenças na quantidade 

de gordura acumulada. Os níveis de estradiol, porém, não variaram entre animais NR e seu 

controle, levantando a hipótese de que provavelmente os níveis de estradiol não estão 

envolvidos no adiantamento da maturação sexual. Já os animais LepR SOCS3 KO com 32 dias 

apresentaram valores elevados de estradiol ao compararmos com seu grupo controle. Nesse 

caso, como a idade escolhida para dosagem hormonal é muito próxima da idade em que ocorre 

a abertura vaginal, fenômeno que ocorre devido à um pico de estradiol circulante (Ahima et al., 

1997; Safranski et al., 2005), e a maior parte das fêmeas eutanasiadas ainda não haviam 

apresentado essa característica, esse fator pode explicar os valores elevados de estradiol. Apesar 

de já estar demonstrado na literatura que o tamanho uterino é influenciado pelos níveis 
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circulantes de estrógeno (Frazão et al., 2013), as diferenças observadas no tamanho uterino dos 

animais não pôde ser explicada pelos níveis circulantes de estradiol medido. Como os animais 

NR tiveram adiantamento da maturação sexual, provavelmente o útero desses animais tenha 

crescido mais rapidamente que dos animais controle, contrapondo os resultados obtidos pelos 

animais com inativação do Socs3, que tiveram atraso na maturação sexual e menor tamanho 

uterino. 

Estudos anteriores demonstraram que alterações do metabolismo afetam ainda a 

expressão hipotalâmica do gene Kiss1 e de seu receptor em diferentes modelos experimentais. 

Animais subnutridos apresentam redução da quantidade de fibras kisspeptinérgicas e da 

expressão do RNAm que codifica o gene Kiss1 no hipotálamo (Caron et al., 2012; Castellano 

et al., 2005), e outro trabalho de Castellano e colaboradores demonstrou que processos de 

inflamação aguda em ratos machos causam redução na imunorreatividade à kisspeptina no 

núcleo arqueado (Castellano et al., 2010; Luque et al., 2007). Além disso, tanto camundongos 

quanto ratos machos diabéticos com hipogonadismo que apresentam expressão de RNAm de 

Kiss1 reduzida, quando tratados com kisspeptina-10, têm parâmetros reprodutivos 

restabelecidos (Castellano et al., 2006). Sabe-se, entretanto, que neurônios Kiss1 são responsivo 

a leptina apenas após a puberdade, e que a inativação do LepR em células que expressam o 

gene Kiss1 não afetam o peso corporal, maturação sexual e fertilidade (Cravo et al., 2013; Jose 

Donato et al., 2011). Resultados semelhantes foram observados no modelo gerado no presente 

estudo, Kiss1 Socs3 KO, no qual não foram observados déficits no sistema reprodutivo. Nossos 

resultados, portanto, corroboram a conclusão de que neurônios Kiss1 não são alvos da 

sinalização da leptina durante o período de maturação sexual, entretanto, eles não deixam de 

chamar à atenção, visto a importância da Socs3 na sinalização de diversas citocinas. Mesmo 

sabendo-se que em animais intactos um percentual baixo de neurônios Kiss1 são responsivos à 

leptina (Cravo et al., 2011), estes neurônios são responsivos à outras citocinas como, por 

exemplo, prolactina e hormônio do crescimento (Araujo-Lopes et al., 2014; Brown et al., 2014; 

Kokay et al., 2011; Silveira et al., 2019, 2017; Sjoeholm et al., 2011). Portanto, não podemos 

ainda descartar a hipótese, que durante o desenvolvimento um mecanismo compensatório 

devido a inativação de Socs3 possa ter sido desencadeado. Importante destacar que, como já 

sabemos, humanos e animais adultos que tenham mutações no gene Kiss1 ou de seu receptor, 

apresentam infertilidade (Funes et al., 2003; de Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003). Mayer 

e Boehm, porém, também demonstraram a existência de um mecanismo de compensação 

relacionado ao Kiss1, pois mostraram que em camundongos que não expressam o gene ou seu 
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receptor, o desenvolvimento acontece normalmente e esses animais se tornam férteis, apesar de 

apresentarem ovários menores que o de animais controle (Mayer and Boehm, 2011). 

Ainda, considerando que células pancreáticas de humanos e camundongos expressam o 

gene Kiss1 e Kiss1r e que o papel desses genes no pâncreas está relacionado à um controle 

parácrino ou autócrino das ilhas pancreáticas (Hauge-Evans et al., 2006), realizamos os testes 

de GTT e ITT no modelo Kiss1 SOCS3 KO. Como mencionado anteriormente, trabalhos 

anteriores do nosso grupo demonstraram que machos Nestin SOCS3 KO e animais LepR 

SOCS3 KO apresentaram alterações na regulação glicêmica (Pedroso et al., 2014; Zampieri et 

al., 2015). No nosso modelo Kiss1 SOCS3 KO, entretanto, não observamos qualquer alteração 

no metabolismo glicêmico sugerindo que, apesar de injeções de kisspeptina exógena aumentar 

a secreção de insulina induzida por glucose (Hauge-Evans et al., 2006), a expressão de Socs3 

em células Kiss1 não promove alterações no metabolismo glicêmico propriamente dito. 

 

6.1 Caracterização gênica ao longo do desenvolvimento 

 

Para entender os padrões dos mecanismos moleculares durante o desenvolvimento da 

maturação sexual, avaliamos três regiões hipotalâmicas que são reconhecidas por seus papéis 

de atuação na regulação da reprodução e do metabolismo. São elas: a área pré-óptica medial, a 

área médio basal e a área pré-mamilar ventral. As análises foram realizadas em fêmeas nas 

idades pré-púbere, púbere e adulto. De forma geral, observamos que a maior parte das 

diferenças nas expressões gênicas, tanto metabólicas quanto reprodutivas, ocorrem a partir da 

fase púbere, indicando a importância das mudanças fisiológicas para o estabelecimento da 

puberdade. 

Na área pré-óptica medial, encontramos o núcleo pré-óptico medial, que possui uma 

população de neurônios GnRH (Canteras et al., 1994). Nossas análises indicaram que a 

expressão dos genes Nos1, Esr1, Ar, Pgr e Ob-rb estão alteradas nessa área. Com relação ao 

Nos1, os neurônios dessa região que expressam esse gene já foram relacionados ao desencadear 

da reprodução (Bellefontaine et al., 2014; Donato et al., 2010b; J. K. Elmquist et al., 1998) por 

responderem à efeitos regulatórios da leptina. Além disso, Kim e colaboradores (2016) 

mostraram que em ratos, há colocalização dos receptores LepR e Er em aproximadamente 

80% dos neurônios dessa região, independente do sexo (Kim et al., 2016). Em nossos 

experimentos observamos que tanto a expressão do LepR, quanto do Erquanto do 

Nos1,estão elevados em idade pré-púbere. Assim podemos supor que a relação entre eles é 

essencial para a preparação do organismo para o início da maturação sexual. Também já se sabe 



72 
 

 

a muito tempo que essa região comporta núcleos dimórficos para o estabelecimento de 

comportamentos sexuais e que lesões nessa região causam alterações nos padrões de 

acasalamento tanto em ratos quanto em camundongos (Paredes et al., 1998; Roselli, 1991).  

Um estudo mostrou que em idade pós-natal a diferenciação sexual sofre mais influência 

do estrógeno do que de andrógenos (Döhler et al., 1986). Bodo e Rissman (2008) também 

mostraram que logo depois do nascimento o tratamento com andrógenos, seguido por 

gonadectomia em fase adulta, causa alterações nos padrões de comportamento sexual (Bodo 

and Rissman, 2008). Em ovelhas adultas, foi demonstrado que a presença de receptores de 

progesterona na área pré-óptica medial não colocaliza com neurônios GnRH e que o efeito 

inibitório da progesterona sobre o GnRH não ocorre de forma direta (Skinner et al., 2001), e 

que camundongos fêmeas com inativação do receptor de progesterona em neurônios Kiss1 são 

inférteis e não produzem picos de LH por indução de injeção de estradiol (Stephens et al., 2015). 

A baixa expressão de Pgr pode ser justificada pela não necessidade deles nessa fase da vida, 

dado que em idade pré-púbere, neurônios GnRH estão quiescentes e os animais ainda não 

entraram em maturação sexual. 

Na área médio basal do hipotálamo está localizado o núcleo arqueado (ARH) que possui 

tanto neurônios importantes para a reprodução (população Kiss1) quanto neurônios que 

regulam o metabolismo (populações POMC/Cart e AgRP/NPY). Com relação à reprodução, 

nessa região observamos que as diferenças na expressão gênica ocorreram sempre em idade 

pré-púbere. As alterações que encontramos nessa idade específica estão de acordo com dados 

da literatura que demonstram que a expressão isolada desses genes não são suficientes para o 

desencadear da maturação sexual (Bodo and Rissman, 2008; Clarkson et al., 2008; Döhler et 

al., 1986; Gill et al., 2012; Herbison, 2016; Navarro et al., 2009; Stephens et al., 2015). 

Observamos também que a expressão do gene Dlk1 está reduzida nos animais pré-púberes e a 

expressão do Mkrn3 está elevada. Recentemente, mutações desses dois genes foram associadas 

ao desencadear de puberdade precoce em humanos e modelos animais, sendo que, mutações 

que provocam a puberdade precoce causam expressões inversas às observadas em nosso estudo. 

Dessa forma, o padrão obtido está de acordo com a literatura (Abreu et al., 2015, 2013; Dauber 

et al., 2017).  

Ainda nessa região, observamos que a expressão de Pomc apresenta um aumento 

significativo a partir da puberdade. Como demonstrado em nossos experimentos in vivo, os 

animais precisam atingir um peso ideal para que a maturação sexual seja desencadeada. Dessa 

forma o aumento da expressão de Pomc a partir da puberdade pode indicar que o organismo, 

após atingir esse patamar do peso corporal para o desencadear da maturação sexual, começa a 
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controlar melhor o aporte de alimento dado o efeito anorexígeno desse peptídeo. Também 

observamos que a expressão de galanina, difere em todas as idades avaliadas. Galanina é uma 

molécula que estimula o comportamento alimentar (Bartfai et al., 1993; Wang et al., 1998) e 

foi já demonstrado que ratos com peso corporal elevado em idade neonatal apresentam 

alterações na expressão dessa molécula (Andreas Plagemann et al., 1999; Plagemann et al., 

2002). Nossos resultados demonstram que ocorre um aumento progressivo da expressão de Gal 

durante o desenvolvimento. A expressão de Dio2 e Dio3 estavam elevadas em idade pré-púbere. 

Ambas convertem o hormônio inativo 𝑇4 no hormônio ativo 𝑇3. Animais com deleção de Dio3 

apresenta aumento da sinalização de hormônios tireoidianos no SNC, promovendo efeitos 

antiobesogênicos (Wu et al., 2017). Assim, podemos supor que os níveis elevados dos dois 

genes estão associados com a necessidade de o organismo ganhar peso para adentrar na 

puberdade. 

Na área pré-mamilar ventral observamos que os genes com alterações em sua expressão 

apresentavam níveis reduzidos de RNAm em idade pré-púbere. Nessa área está localizado o 

núcleo pré-mamilar ventral (PMv), e nossas análises demonstraram que ocorreu uma redução 

da expressão de Nos1. Assim como na área pré-óptica medial, os neurônios que expressam esse 

gene, na área pré-mamilar ventral, foram associados à reprodução devido as respostas aos 

efeitos regulatórios da leptina, sendo que, lesões em neurônios do PMv causam alterações na 

expressão de Kiss1 e Gnrh1 (Donato et al., 2013, 2010b). Sabe-se que essa região possui alguns 

neurônios que expressam o receptor de progesterona, porém que seu papel ainda não está muito 

claro (Donato and Elias, 2011; Intlekofer and Petersen, 2011). O que observamos em nossas 

análises é que ocorre um aumento da expressão do RNAm do Pgr a partir da puberdade. O 

mesmo padrão de resposta foi encontrado para a expressão do RNAm de Cart. Como já 

demonstrado na literatura, os neurônios do PMv que expressam o LepR também expressam 

Cart, mas que o efeito metabólico ainda é debatido (Elias et al., 2000). Curiosamente, em ratos 

machos adultos inexperientes expostos ao odor de fêmeas induziu o aumento da expressão de 

Cart na porção ventral do PMv (Cavalcante et al., 2006). Sabendo que neurônios do PMv 

projetam fibras para diversas áreas hipotalâmicas (Canteras et al., 1994; Donato et al., 2009), 

inclusive às outras duas áreas analisadas neste projeto, podemos supor que os efeitos observados 

na área pré-mamilar ventral auxiliam na coordenação do desencadear da maturação sexual. 

Com esses resultados de animais selvagens conseguimos traçar um perfil genético da 

expressão de genes metabólicos e reprodutivos em áreas hipotalâmicas importantes para o 

controle dessas funções. Assim, em estudos futuros, conseguiremos comparar os resultados de 
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modelos experimentais para avaliarmos se houve algum desbalanço nesse fino controle 

genético. 
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7. CONCLUSÕES 

 

Com base em nossos resultados, podemos concluir que o peso corporal é mais 

importante para o desencadear da maturação sexual do que a sensibilidade do organismo ao 

hormônio leptina, sugerindo portanto, que a leptina atua na maturação sexual de forma indireta 

sobre os neurônios hipotalâmicos, importantes reguladores do eixo hipotálamo – hipófise – 

gonadal.  

Além disso, ao traçar um perfil da expressão gênica hipotalâmica em diferentes idades 

poderemos no futuro avaliar se déficits da maturação sexual podem ser correlacionados a 

expressão do RNAm que codificam a expressão de receptores de hormônios sexuais, peptídeos 

correlacionados a funções reprodutivas e ou ao controle da ingestão alimentar.  
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