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RESUMO

A puberdade é uma fase do desenvolvimento marcada pelo surgimento de
caracteristicas sexuais secundarias e que culmina na capacidade reprodutiva do
organismo. A puberdade inicia com a ativacdo dos neurbnios que expressam O
peptideo hormonio liberador de gonadrotrofinas (GnRH), que resulta em modificacdo
do padréo de liberagcdo do hormdnio luteinizante (LH) pelos gonadotrofos, e aumento
da produgao gonadal de 17(3-estradiol (E2). O sistema kisspeptidérgico, composto
pelo peptideo kisspeptina (KiSS-1) e o receptor de kisspeptina (KiSS1r), parece ser
um dos responsaveis pela ativacdo dos neurbnios que secretam GnRH para o inicio
da puberdade. Alguns trabalhos sugerem que esse sistema € modulado por sinais
periféricos que sinalizam o estado de desenvolvimento e reserva de energia do
organismo, como o fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) e o
hormonio leptina, respectivamente. Estudos em humanos sustentam que ha um
adiantamento da idade de inicio da puberdade em meninas, atribuindo o excesso de
adiposidade como um possivel fator causal. Em condi¢cdes de excesso de tecido
adiposo, as concentracdes de leptina e IGF-1 estdo aumentadas, sugerindo que
estes fatores possam exercer modulacédo sobre o sistema kisspeptina e adiantar a
instalacdo da puberdade. Assim, o presente estudo analisou a ingestao alimentar e o
desenvolvimento de obesidade sobre a instalacdo da puberdade e a participacao de
fatores-chave para a instalacdo da puberdade em fémeas de rato Wistar
alimentadas com Dieta de Cafeteria a partir do desmame. Foram utilizadas fémeas
de rato Wistar desmamadas aos 21 dias de vida. Os animais foram alocados para o
grupo Controle (racdo padrdo e agua ad libitum) e grupo Dieta de Cafeteria
(alimentos processados consumidos por humanos). Diariamente, os animais foram
inspecionados para a abertura vaginal (indicador de instalacdo da puberdade) e a
ingestao alimentar foi monitorada. No dia da abertura vaginal, os animais foram
decapitados e o encéfalo e sangue foram coletados e armazenados. Nas amostras
contendo a Banda Diagonal de Broca e hipotadlamo foi analisada a expressédo dos
genes Gnrhl, Kissl, Kisslr e Lepr. No soro, quantificou-se a concentracdo de LH,
E2, leptina e IGF-1. Também foram dissecados e pesados o tecido adiposo intra-
abdominal, o utero, os ovarios e as adrenais. Os resultados revelaram aumento da

ingestao de energia e lipideos e adiantamento da abertura vaginal no grupo Dieta de



Cafeteria. O peso dos ovarios foi aumentado pela Dieta de Cafeteria, embora o peso
do Utero e o peso das adrenais ndo tenham sido alterados. Esses animais tiveram
menor peso corporal, porém com aumento do tecido adiposo intra-abdominal e da
concentragao de leptina, ambos associados entre si e com o dia da abertura vaginal
no grupo Dieta de Cafeteria. A Dieta de Cafeteria ndo alterou a concentragdo sérica
de LH e E2 no dia da abertura vaginal. O tratamento com Dieta de Cafeteria nao
modificou a expressdo de Gnrhl mRNA, Kissl mRNA e Kisslr mRNA, porém
aumentou a expressao de Lepr mRNA em amostras contendo a Banda Diagonal de
Broca e hipotalamo. A maior concentracdo de leptina ndo foi correlacionada com a
maior expressao de Lepr mRNA. Os resultados sugerem que a introducao precoce
de alimentos processados pode alterar o padréo fisioldgico de ingestdo alimentar e
estimular o desenvolvimento do tecido adiposo intra-abdominal e a liberacdo de
leptina. Um limiar de concentracdo de leptina parece ser um elemento permissivo
para a instalacdo da puberdade em condi¢cdes controle, porém uma elevacao
precoce pode estimular os reguladores fisiologicos e adiantar o inicio da puberdade.

Palavras-chave: Dieta de Cafeteria; Ingestdo alimentar; Abertura vaginal;, Tecido

adiposo intra-abdominal; leptina; Gnrhl; Kissl; Kisslr; Lepr.



ABSTRACT

Puberty is a stage of development marked by the appearance of secondary sexual
characteristics, culminating in the achievement of reproductive capacity. Some
observational studies support the notion that there is an early onset of puberty in girls
related to obesity. Puberty starts with the activation of gonadotrophin-releasing
hormone (GnRH) neurons, which stimulate the release of luteinizing hormone (LH) by
gonadotrophs, and increased gonadal production of 17B-estradiol (E2). The
kisspeptidergic system, comprising the kisspeptin peptide (KiSS-1) and the
kisspeptin receptor (KISS1R), seems to activate GnRH neurons and puberty onset.
The kisspeptidergic system is modulated by peripheral signals related to the body
energy storage, such as the insulin-like growth factor 1 (IGF-1) and the leptin. In an
obesity situation, the levels of leptin and IGF-1 are increased, suggesting that these
factors may exert modulation of the kisspeptidergic system and the puberty onset.
Thus, this study examined the effect of obesity on puberty onset in female rats and
the expression of key genes (GnRH, kisspeptin and its receptor) and its potential
regulators (leptin, IGF-1 and E2). Wistar female rats weaned at 21 days were
allocated to the Control group (chow and water ad libitum) or to the Cafeteria Diet
group (processed foods consumed by humans). Every day, the animals were
inspected for vaginal opening (puberty onset signal) and the food intake was
measured. On the day of vaginal opening, the animals were decapitated and the
brain and blood were collected and stored. Expression of genes Gnrhl, Kissl, Kisslr
and Lepr were analyzed in the collected brains by gPCR. Serum LH, E2, leptin and
IGF-1 were analyzed by ELISA. Intra-abdominal adipose tissue, the uterus, the
ovaries and adrenal glands were also dissected and weighed. The results have
shown higher energy and fat intake and early vaginal opening in the Cafeteria Diet
group. The ovarian weight was increased by the Cafeteria Diet, although the weight
of the uterus and adrenal have not changed. These animals demonstrated lower
body weight, but with increased intra-abdominal adipose tissue and high leptin levels,
both associated with each other and with the day of vaginal opening in Cafeteria Diet
group. The Cafeteria Diet has not changed serum LH and E2 on the day of vaginal
opening. Treatment with Cafeteria Diet has not changed the expression of Gnrhl
MRNA, Kiss1 mRNA and Kiss1lr mRNA, but increased the expression of Lepr mRNA



in brain samples from Diagonal Band of Broca and hypothalamus. The higher
concentration of leptin was not associated with the increased expression of Lepr
MRNA. The results suggest that early access to processed foods can change the
physiological pattern of food intake and stimulate the development of obesity and the
release of leptin. A leptin threshold appears to be a permissive factor for puberty
onset under control conditions, but it may overlap other physiological regulators and

trigger early puberty onset in obesity conditions.

Keywords: Cafeteria Diet; Food intake; Vaginal opening; Intra-abdominal adipose

tissue; leptin; Gnrhl; Kiss1; Kisslr; Lepr.
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1 INTRODUCAO

1.1. DESENVOLVIMENTO POS-NATAL E INICIO DA PUBERDADE

A maturacdo sexual de um organismo é alcancada apds longo processo de
desenvolvimento somatico e do sistema reprodutor que permite ao final a plena
capacidade de procriar. Em humanos, o padrdo de desenvolvimento somatico é
marcado por aumentos néo lineares da estatura e do peso corporal durante a
infancia e préximo a puberdade (ROGOL, 2003). Na infancia, a velocidade de
crescimento linear é reduzida em relacdo ao periodo fetal, embora o crescimento
seja um processo constante (GASSER et al.,, 1990; VELDHUIS et al., 2005). L _
mesma maneira, o ganho de peso € reduzido até o inicio da puberdade. Nos
primeiros trés meses de vida ha um aumento do ganho de peso, com reducdes
graduais que atingem um valor constante de 6-7 gramas por dia a partir dos 2 anos
de idade, sendo que novas mudancas no padrédo de ganho de peso sédo observadas
a partir do inicio e curso da puberdade (VELDHUIS et al., 2005).

O desenvolvimento dos 6rgéos reprodutores femininos apresentam mudancas
estruturais que refletem o estado de maturacdo do organismo ao longo do periodo
infantil e proximo da puberdade. Em meninas na faixa etaria entre 1 e 12 anos de
idade, o volume de ambos 0s ovarios apresenta aumento até aproximadamente os 6
anos de idade, sendo que um novo aumento do volume ovariano € observado na
faixa etaria entre os 10 e 12 anos de idade (BADOURAKI et al., 2008; HERTER et
al., 2002). Modificacdes das dimensdes do utero também apresentam um padréo
semelhante ao longo do desenvolvimento. Em meninas, observa-se um aumento do
comprimento do Utero até os 6 anos de idade, permanecendo nessas condi¢cfes até
os 10 anos de idade, quando novo aumento do comprimento do Utero € observado
(BADOURAKI et al., 2008; HERTER et al., 2002). Por outro lado, o volume uterino
aumenta gradativamente a partir do primeiro ano de vida até aproximadamente os
12 anos de idade, por volta do inicio do processo puberal (BADOURAKI et al., 2008;
HERTER et al.,, 2002). Nesses estudos, a avaliacdo morfologica dos ovarios

demonstrou elevada frequéncia de meninas entre 1 e 7 anos de idade com auséncia
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de visualizacdo de foliculos e baixa frequéncia de meninas com presenca de
foliculos, enquanto que na faixa etérias a partir dos 8 anos a frequéncia de meninas
com auséncia de visualizagdo de foliculos diminui e h4 o surgimento de meninas

com visualizagdo de numero maior de foliculos (HERTER et al., 2002).

O desenvolvimento pds-natal em fémeas de ratos pode ser divido em 4 fases:
o periodo neonatal, que inicia ao nascimento e termina no dia 7 pés-natal; o periodo
infantil, que inicia no dia 8 pos-natal e estende-se até o dia 21 p6s-natal; o periodo
juvenil, que termina entre o dia 30 e 32 pds-natal; e o periodo peripuberal, que
apresenta uma duracdo variavel e termina no inicio da puberdade (OJEDA et al.,
1980). Durante as diferentes fases de desenvolvimento sdo observados padrdes
especificos de ganho de peso. A velocidade de ganho de peso corporal é acentuada
até o dia 10 poés-natal, quando uma reducdo acentuada ocorre e um novo pico de
crescimento ocorre no periodo juvenil (OSTADALOVA; BABICKY, 2012). O peso
dos orgaos do sistema reprodutor de fémeas de rato mudam gradativamente ao
longo do desenvolvimento. Os ovarios apresentam um pequeno aumento do seu
peso do periodo neonatal até aproximadamente a metade do periodo infantil,
guando € observado um aumento acentuado que perdura até aproximadamente a
metade do periodo juvenil (RAMIREZ; SAWYER, 1965; REITER et al., 1972). O
mesmo padrdo ocorre com o diametro dos foliculos ovarianos, que aumentam
linearmente ao longo do periodo infantil e juvenil inicial (REITER et al., 1972), Apos
uma ligeira estagnacao no seu desenvolvimento, 0os ovarios tornam a aumentar de
peso no inicio do periodo peripuberal, mantendo esse padrdo nos momentos iniciais
da puberdade (OJEDA et. al.,, 1976). Da mesma maneira, 0 Utero passa por
mudancas no seu peso ao longo do desenvolvimento. Ap6s um crescimento linear
até a metade do periodo infantil, o peso do Utero ndo se modifica durante a metade
inicial do periodo juvenil (REITER et al., 1972), vindo a apresentar um aumento
acentuado no periodo peripuberal e um pico no inicio da puberdade (OJEDA et al.,
1976).

A puberdade € um periodo que marca a transicdo de uma condicao infantil
para o estado adulto, onde ocorre o desenvolvimento de caracteristicas sexuais
secundarias, um crescimento ponderal acentuado e a fertilidade é alcancada,
culminando na plena capacidade reprodutiva (GRUMBACH, 2002). As mudancas

fisicas e hormonais associadas com a puberdade sao utilizadas como sinais do
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processo de maturacdo sexual e indicadores do inicio da puberdade. Em meninas, o
aparecimento dos pelos pubianos, chamado de pubarca, e o desenvolvimento das
mamas, chamado de telarca, ocorrem entre os 8 e 10 anos (HERMAN-GIDDENS et
al., 1997; STYNE; GRUMBACH, 2012). O surgimento de pelos pubianos é
coordenado primariamente pelo aumento de androgénios adrenais e é chamado de
adrenarca, enquanto que o desenvolvimento das mamas est4 sob regulacdo dos
estrogénios produzidos pelas células da granulosa nos foliculos ovarianos
(GRUMBACH, 2002). Posteriormente, entre 11 e 13 anos, ocorre a primeira
menstruacao ou menarca, devido ao aumento da producao de estrogénios ovarianos
(HERMAN-GIDDENS et al., 1997; STYNE; GRUMBACH, 2012). A primeira ovulacao
ocorre anos depois da primeira menstruacao, sendo que os ciclos menstruais apos a
menarca sao anovulatorios em cerca de 55% dos casos nos 2 anos seguintes a
menarca, diminuindo para 22% apos cinco anos. Critérios baseados nos estagios de
desenvolvimento das mamas e dos pelos pubianos foram propostos por Tanner
(TANNER, 1962), sendo que estudos observacionais tém sido realizados para
identificar o estagio de maturacdo sexual a partir do grau de desenvolvimento das
mamas, do surgimento de pelos pubianos e pela idade da menarca (AKSGLAEDE et
al.,, 2009; HERMAN-GIDDENS et al., 1997). Em fémeas de rato, 0 inicio ou a
instalacdo da puberdade pode ser estimada a partir da visualizacdo externa da
vagina, que antes da puberdade encontra-se completamente obstruida, sendo que
pela acdo gradual da estimulacédo estrogénica, tornar-se completamente canalizada
(OJEDA et al., 1976; OJEDA; SKINNER, 2006), sendo que a abertura vaginal ocorre
normalmente no dia posterior ao primeiro pico ovulatério de liberagcdo de horménio
luteinizante (LH) (OJEDA et al., 1976).

1.2 ATIVACAO DO EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-GONADA E O INICIO DA
PUBERDADE

O inicio da puberdade em fémeas e as modificacbes corporais que
caracterizam o inicio dessa fase do desenvolvimento sdo reflexos da maturacédo dos
componentes do eixo hipotalamo-hipdfise-gbnada (H-H-G) e da ativacdo dos

neurénios que formam a porgao hipotalamica do eixo H-H-G.
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O componente hipotalamico do eixo € formado por neurénios que secretam o
decapeptideo hormodnio liberador de gonadotrofina (GnRH) e estdo localizados no
hipotdlamo médio basal e nucleo arqueado em humanos (GRUMBACH, 2002),
enquanto estdo distribuidos de maneira difusa no sistema nervoso central de ratos
em locais como a regido septal, Banda Diagonal de Broca, area pré-optica medial,
area pré-optica lateral, nucleo pré-6ptico mediano, hipotalamo anterior e hipotdlamo
lateral (IRWIG et al., 2004). O GnRH é sintetizado como parte de um pré-horménio
qgue sofre processamento enzimatico em seus granulos de secrecdo, sendo um
produto do gene Gnrhl localizado no cromossomo 8p que apresenta em todos 0s
mamiferos 4 exons (AIRES, 2012). O GnRH é liberado na eminéncia mediana e
coletado pelo sistema vascular porta-hipofisario, permitindo a modula¢cdo da adeno-
hipofise. Na adeno-hipofise, os gonadotrofos hipofisarios secretam o hormonio
luteinizante (LH) e o hormonio foliculo estimulante (FSH) (AIRES, 2012) de maneira
pulsatil quando estimulados pelo GhRH (GRUMBACH, 2002). Os horménios LH e
FSH agem fundamentalmente sobre os ovarios, estimulando o crescimento e
diferenciacdo tornando-os aptos para a reproducdo. No ovario, o FSH estimula o
crescimento e maturacdo dos foliculos ovarianos, bem como a sintese de
estrogenos pelas células da granulosa. O LH age sinergicamente com o FSH sobre
a maturacao dos foliculos ovarianos e secrecdo de estrogenos, além de participar da
ovulacdo (SISK; FOSTER, 2004). Os estrégenos secretados pelas gbnadas,
principalmente o E2, exercem feedback negativo sobre o eixo H-H-G quando este
esta plenamente maduro (SISK; FOSTER, 2004).

O inicio da puberdade € caracterizado pela ativacdo dos neurdnios secretores
de GnRH ap6s relativa inatividade durante o periodo infanti em humanos
(GRUMBACH, 2002). Durante o periodo peripuberal e puberal inicial, a
concentracdo plasmatica de GnRH se mantém estavel, enquanto o contetudo
hipotalamico diminui no dia da abertura vaginal em ratos (OJEDA et al., 1976),
indicando maior liberacdo do horménio na eminéncia mediana. A ontogenia da
expressdo do gene Gnrhl, o qual é responsavel pela traducdo do peptideo GnRH,
demonstra que ha um aumento da expressao de Gnrhl mRNA ao longo do
desenvolvimento em fémeas (GORE, 1998). Ao longo da maturacdo sexual, a
frequéncia de liberacdo de GnRH aumenta de forma significativa entre o periodo

peripuberal e logo apés a abertura vaginal em fémeas de rato (SISK et al., 2001).
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Além disso, a importancia da liberacdo de GnRH para a deflagracédo da puberdade é
demonstrada pelo adiantamento da abertura vaginal em fémeas de rato juvenis
estimuladas com GnRH exd6geno (URBANSKI; OJEDA, 1987), demonstrando
claramente a relevancia dos neurénios GnRH para a instalagdo da puberdade em
condic¢0es fisiologicas. O aumento da frequéncia de liberagdo de GnRH no inicio da
puberdade esta associado com o aumento da frequéncia de liberacdo de LH
(URBANSKI; OJEDA, 1987), assim como o aumento da amplitude do pulso de LH e
FSH observados na tarde do dia da abertura vaginal (OJEDA et al., 1976). A maior
frequéncia de liberacdo de LH observada préximo a abertura vaginal exerce efeito
importante sobre a esteroidogénese ovariana. Em extratos de ovario, a manipulacdo
in vitro da concentracdo de LH para um padrdo semelhante ao observado préximo a
abertura vaginal resulta em aumento da liberacdo de E2 e Progesterona
(URBANSKI; OJEDA, 1985a). O E2 exerce efeitos importantes sobre o
desenvolvimento uterino e abertura vaginal (RAMIREZ; SAWYER, 1965) e, ao longo
do ciclo puberal, exerce feedback positivo sobre os ganadotrofos hipofisarios
causando aumento de pulsos de LH necessarios para a ovulagdo (URBANSKI;
OJEDA, 1985b). Assim, a ativacdo dos neurdonios GnRH é um evento essencial
para a instalacdo da puberdade, porém os fatores que modulam essa ativacdo séo

pouco conhecidos.

1.3 SISTEMA KISSPEPTINA E O INiCIO DA PUBERDADE

A ativacdo e o padrdo de liberacdo de GnRH observado no inicio da
puberdade parece ser o resultado do predominio de estimulos excitatérios sobre
estimulos inibitérios exercidos diretamente sobre os neurénios GnRH (OJEDA et al.,
2006). Durante o periodo juvenil e peripuberal em ratos, os mecanismos de
comunicacao célula-célula no hipotdlamo se estabelecem e a liberacdo de GnRH
sofre influéncia de estimulos excitatorios e inibitorios. Entre os sistemas neuronais
envolvidos com a excitacdo dos neurbnios GnRH em ratos para o inicio da
puberdade estdo os neurbnios que liberam o neurotransmissor glutamato (JEAN-
PIERRE BOURGUIGNON et al., 1990), a noradrenalina (OJEDA et al., 1986) e o
neuropeptideo Y (NPY) (OJEDA; SKINNER, 2006). Por outro lado, as acles
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excitatérias sdo contra-reguladas por agentes inibitérios como o &cido gama-
aminobutirico (GABA) (DECAVEL; VAN DEN POL, 1990) e peptideos opidides como
as encefalinas (OJEDA; SKINNER, 2006).

Um sistema que emergiu nos Uultimos anos como elemento regulador
essencial para a deflagracao da puberdade foi 0 neuropeptideo kisspeptina (KiSS-1)
(NAVARRO et al., 2004) e seu receptor KiSS-1r (KiSS1r), conhecido inicialmente
como GPR54 (SEMINARA et al., 2003). O peptideo KiSS-1 é um produto do gene
supressor de metastase-Kiss-1 (Kissl) enquanto seu receptor é produto do gene
Kisslr. Neurbnios produtores de KiSS-1 ocorrem em varios nucleos do hipotadlamo,
sendo as principais populacdes de neurdnios localizadas na area pré-optica (nucleo
periventricular anteroventral — AVPV) e no nucleo arqueado (ARC) do hipotalamo em
ratos (CLARKSON et al., 2009; KNOX et al., 2009).

Resultados de investigacdes de varios grupos de pesquisa consolidaram o
conceito de que a KiSS-1 é um elemento fundamental para a fungéo reprodutiva.
Neurbnios hipotalamicos produtores de kisspeptina projetam