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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-se diretamente aos
neurdnios que secretam GnRH exercendo forte estimulo excitatorio e causando sua
ativacdo (CARATY; FRANCESCHINI, 2008; HAN et al.,, 2005; KAUFFMAN;
CLIFTON; STEINER, 2007; ROA et al.,, 2008). Grande parte da populacdo de
neurdnios que secretam GnRH expressam mRNA para os receptores KiSS1r que
s80 essenciais para a sinalizacdo exercida pela KiSS-1 sobre os neurbnios que
secretam GnRH (HAN et al., 2005; IRWIG et al., 2004; PIELECKA-FORTUNA; CHU;
MOENTER, 2008). Estudos experimentais demonstram que o peptideo KiSS-1 é
capaz de estimular a liberacdo de LH quando injetado no ventriculo lateral e que
essa liberacdo é mediada pela estimulacdo de neurbnios que secretam GnRH
(IRWIG et al., 2004). Além disso, o peptideo KiSS-1 também parece estar envolvido
com o0 aumento da expressao de Gnrhl mRNA (IRWIG et al., 2004) e ovulacdo em
fémeas de rato (MATSUI et al., 2004). A importancia da sinalizacdo da KiSS-1 € um
fator-chave na instalacdo da puberdade em humanos, roedores e macacos (DE
ROUX et al., 2003; FUNES et al., 2003; NAVARRO, V M et al., 2004; SEMINARA et
al., 2003; SHAHAB et al., 2005). Esta afirmacdo € comprovada por resultados que
demonstram que o peptideo KiSS-1 ndo é observado nas fibras junto aos corpos
celulares dos neurbnios que secretam GnRH no periodo neonatal, vindo a se

expressar somente em periodo muito préximo a instalacdo da puberdade
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(CLARKSON; HERBISON, 2006). Além disso, estudos recentes demonstram que o
inicio da puberdade e fertilidade em fémeas é resultado da sinalizagdo do peptideo
KiSS-1 via KiSS1r localizado em neurdnios que secretam GnRH (KIRILOV et al.,
2013).

1.4 ESTADO NUTRICIONAL, OBESIDADE E INiCIO DA PUBERDADE

A maturacédo e a funcao reprodutiva, incluindo a instalacéo da puberdade, sao
afetadas pelo estado das reservas energéticas do organismo (FERNANDEZ-
FERNANDEZ et al., 2005, 2006; TENA-SEMPERE, 2007), sendo que alteracdes da
homeostase energética sdo associadas a diferentes graus de disturbios da funcéo
reprodutiva. Em fémeas de rato, a restricdo alimentar durante o periodo peripuberal
(SANCHEZ-GARRIDO et al., 2013) e no periodo pos-natal (IWASA et al., 2010;
SANCHEZ-GARRIDO et al., 2013) claramente afeta a maturacéo sexual e resulta
em atraso da abertura vaginal e inicio da puberdade. Por outro lado, fémeas de rato
apresentam aceleracdo do processo de maturacdo sexual e adiantamento da
abertura vaginal quando sdo submetidas a condi¢cdes experimentais com aumento
da disponibilidade de alimentos por meio da reducdo do numero de filhotes no
periodo pos-natal (SMITH; SPENCER, 2012).

Dados epidemiologicos sustentam a hipétese de que ha uma tendéncia para o
surgimento de sinais de puberdade em meninas cada vez mais cedo. Nos Estados
Unidos, os dados obtidos a partir da década de 40 revelaram reducdo de
aproximadamente um ano na idade em que as meninas apresentaram o estagio B2
de Tanner para desenvolvimento das mamas, o que € condizente com 0 inicio da
puberdade (EULING et al., 2008). Outros estudos demonstraram que 0 surgimento
de desenvolvimento das mamas ocorreu antes das idades usualmente observadas,
sendo que em alguns casos foram inferiores aos 9 anos de idade (HERMAN-
GIDDENS et al., 1997). Algumas hipéteses para o adiantamento da idade de inicio
da puberdade recaem sobre o aumento da incidéncia de obesidade observada em
meninas nas faixas etarias pré-puberes (OGDEN et al., 2012). Evidéncias

epidemioldgicas sugerem que possuir um maior indice de Massa Corporal (IMC)
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aumenta as chances do adiantamento de aparecimento de sinais de puberdade
como telarca, pubarca e menarca (ROSENFIELD; LIPTON; DRUM, 2009).

O efeito da obesidade sobre a instalacdo da puberdade tem sido estudado por
meio de modelos experimentais que utilizam dietas com elevado teor de lipideos
(high-fat diet) (BOUKOUVALAS et al., 2008; LI et al., 2012; LIE; OVERGAARD;
MIKKELSEN, 2013; RAMALEY, 1981). Nesses estudos, fémeas de roedores sao
submetidas a high-fat diet no periodo juvenil inicial e a abertura vaginal é verificada
como indicador externo do inicio do da puberdade. Em alguns grupos de pesquisa, a
oferta de high fat diet logo apés o desmame resulta em aumento de peso corporal e
adiantamento da abertura vaginal (BOUKOUVALAS et al., 2008; FRISCH, R E;
HEGSTED; YOSHINAGA, 1977; LI et al., 2012). Contudo, outros grupos de pesquisa
revelam resultados divergentes, demonstrando que fémeas alimentadas com high fat
diet durante o periodo juvenil e peripuberal ndo evidenciam mudancas na instalacéo
da puberdade (LIE; OVERGAARD; MIKKELSEN, 2013; RAMALEY, 1981). Algumas
explicacbes sugerem que parte das divergéncias encontradas sejam decorrentes do
teor de lipideos utilizados nessas dietas. Esse fato parece importante, pois alguns
trabalhos utilizando alimentacdo com macronutrientes isolados como carboidratos,
proteinas e lipideos sugerem que a ingestéo de lipideos esta correlacionada com a
instalacdo da puberdade em fémeas e isso parece ser mediado pela acdo sobre
peptideos orexigénicos e esteroides gonadais que atuam sobre o H-H-G
(LEIBOWITZ et al., 2009). Embora as bases para estes efeitos sobre a instalacao da
puberdade possam estar associadas a numerosas interacdes entre redes
neuroendocrinas que controlam o balanco energético e a funcdo gonadotréfica nos
diversos niveis do eixo H-H-G (CASTELLANO et al., 2009), ainda nédo estdo claros
0S mecanismos pelos quais a maior quantidade de reservas de energia modularia os
reguladores que determinam o0 aparecimento das caracteristicas sexuais

secundarias e o inicio da puberdade.
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1.5 TECIDO ADIPOSO, LEPTINA E O RECEPTOR Ob-Rb DA LEPTINA

7z

O tecido adiposo é um 6érgdo endodcrino que sintetiza e libera proteinas
conhecidas como adipocinas e citocinas, que exercem acodes sobre diferentes
sistemas bioldgicos e que sdo importantes reguladores do metabolismo energético e
de processos inflamatoérios (SCHERER, 2006). A leptina, um horménio derivado do
tecido adiposo (MASUZAKI et al., 1995) e presente na circulagdo em quantidade
proporcional a quantidade de tecido adiposo (MAFFEI et al., 1995) € um peptideo de
16-kDa, formado por 167 aminoacidos, conhecido por atuar sobre os reguladores
centrais da ingestdo alimentar produzindo saciedade, sendo um componente
importante no processo de sinalizacdo do estado nutricional ao H-H-G (IWASA et al.,
2010).

Inativagbes genéticas da leptina levam a alteragbes metabolicas, e também a
alteracdes reprodutivas, tanto em roedores quanto em humanos (CASANUEVA;
DIEGUEZ, 1999; TENA-SEMPERE; BARREIRO, 2002; TENA-SEMPERE, 2007).
Algumas evidéncias sugerem que um determinado limiar de concentracao
plasmatica de leptina é indispensavel para a instalacdo da puberdade e a
manutencdo da capacidade reprodutiva, principalmente em fémeas, embora
algumas evidéncias sugiram que em condic¢es fisioldgicas a leptina ndo é um fator
deflagrador da puberdade, mas sim atua como um fator permissivo para o0 curso
normal da maturacdo sexual e inicio da puberdade (CHEUNG et al., 1997; TENA-
SEMPERE, 2007). Contudo, estudos experimentais demonstram que a injecao
intraperitoneal de leptina é capaz de adiantar o inicio do processo puberal em
fémeas de camundongo (AHIMA et al., 1997) além de exercer efeito importante
sobre a maturacdo de 6rgaos do sistema reprodutor como Utero, ovarios e ovidutos
(CHEHAB et al., 1997).

As acdes da leptina sdo mediadas pela ligacdo aos receptores ObR, sendo
gue o gene Lepr é capaz de codificar pelo menos 6 isoformas do peptideo: Ob-Ra,
Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re e Ob-Rf (WADA et al., 2014). Entre as diferentes
isoformas dos receptores de leptina, a forma longa Ob-Rb possui ampla expressao
em nucleos hipotalamicos envolvidos com homeostase energética e reproducéo,

como por exemplo os nucleos arqueado, dorsomedial, ventromedial e pré-mamilar
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ventral (ELMQUIST et al., 1998; FEI et al., 1997), sendo a principal via de
sinalizacdo para os efeitos da leptina sobre a regulacdo da ingestdo alimentar
(WADA et al., 2014) e reprodugao (DONATO et al., 2011). O estado nutricional e a
leptina parecem exercer efeitos importante sobre a expresséao do receptor Lepr. Em
condicdes de balanco energético positivo, ratos machos submetidos a high-fat diet
por 12 (XU et al., 2008) e 8 semanas (LIU et al., 2007) apresentam aumento da
concentracdo de leptina e um nivel reduzido de Lepr mRNA no hipotalamo,
sugerindo um efeito de downregulation sobre o receptor de leptina. Contudo, essas
evidéncias ndo foram reproduzidas em outros trabalhos que n&do observaram
mudancas na expressdao de Lepr mRNA mesmo com elevacdo da leptina em 8
semanas de estudo (PAGE et al., 2009). Embora as divergéncias possam ser
decorrentes de diferentes desenhos experimentais, ainda nao esta claro o efeito do
balanco energético positivo durante o periodo juvenil e puberal sobre a expresséo do
gene Lepr e o inicio da puberdade.

1.6 MODULACAO DE NEURONIOS QUE SECRETAM GnRH E SISTEMA
KISSPEPTINA PELA LEPTINA E IGF-1

A acdo permissiva da leptina sobre o eixo H-H-G ocorre primariamente no
hipotalamo, supostamente por meio da modulacdo dos neurbnios que secretam
GnRH (CUNNINGHAM; CLIFTON; STEINER, 1999). Entretanto, algumas evidéncias
sustentam que os neurbnios GNRH ndo apresentam receptores para leptina em
condicBes fisiologicas (QUENNELL et al., 2009), sugerindo a acdo da leptina sobre

fatores intermediarios que se projetam para os neurdénios GnRH.

Evidéncias experimentais indicam que a leptina, o horménio sinalizador da
suficiéncia energética, funciona como um regulador do sistema kisspeptina
hipotalamico. A expressdo de mRNA para kisspeptina hipotalamica é reduzida em
animais deficientes de leptina e em diabéticos, e é restabelecida com a reposicao de
leptina (CASTELLANO et al., 2006; SMITH et al., 2006). Estudos de hibridizagéo in
situ demonstram que aproximadamente 40% dos neurbnios que expressam Kissl

MRNA no nucleo arqueado co-expressam Leprb (SMITH et al., 2006), enquanto
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outros confirmam os achados, mas com menor percentual de co-localizacéo
(CRAVO et al., 2011). Além disso, a expressao de Leprb mRNA em hipotalamo de
fémeas de rato aumenta gradativamente com a idade atingindo um pico apos a
puberdade (SMITH; WADDELL, 2003). Esses dados sugerem que a leptina
participa do controle metabolico sobre os neurdnios GnRH/eixo H-H-G e que pode
ser um fator sinalizador do estado metabdlico do organismo para os neurbnios

GnRH por meio dos neurdnios KiSS1.

O estado de desenvolvimento somatico também é um elemento importante de
sinalizacdo sobre diferentes sistemas envolvidos com a instalacdo da puberdade.
Resultados recentes indicam a participacao do fator de crescimento semelhante a
insulina-1 (IGF-1) no processo de sinalizacdo que regula a secrecdo de GnRH no
momento da instalacdo de puberdade (DIVALL et al., 2010). O envolvimento de IGF-
1 de origem central € considerado um fator importante de sinalizacdo sobre
neurdnios que secretam GnRH e neurdnios que secretam kisspeptina, pois a
expressdo de IGF-1 mRNA aumenta no hipotalamo de fémeas no periodo preé-
puberal (DAFTARY; GORE, 2003). No mesmo sentido, a concentragao circulante de
IGF-1 eleva-se logo antes da puberdade em roedores, ruminantes, primatas,
incluindo humanos (HANDELSMAN et al., 1987; HINEY et al.,, 1996; ROBERTS et
al., 1990), sendo que em roedores a maior concentracdo plasmatica de IGF-1 é
acompanhada de maior expressédo de IGF-1 mRNA no figado (HINEY et al., 1996).
O IGF-1 atravessa a barreira sangue-cérebro e liga-se a seus receptores em
diversas regides do cérebro, inclusive na area pré-optica, a qual expressa Kisslr
MRNA e Gnrhl mRNA. A administracdo de IGF-1 durante o desenvolvimento pré-
puberal induz a secrecdo de GnRH e adianta o0 momento da instalacdo da
puberdade em ratas (HINEY et al., 1996) e em macacas (MARK E. WILSON, 1998).
Recentemente, a geracdo de camundongos com auséncia de expressao do receptor
de IGF-1 seletivamente em neurbnios que secretam GnRH promoveu
desenvolvimento puberal tardio em fémeas, o que nado foi revertido pela
administracdo exégena de IGF-1 (DIVALL et al., 2010). Esta acédo do IGF-1 ocorre,
pelo menos em parte, por meio da estimulacdo da kisspeptina. A administracao
central ou sistémica de IGF-1 no periodo pré-puberal aumentou a expressado de

Kiss1 mRNA na AVPV e ARC, aumento este que depende de uma adequada
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concentracdo de E2, e é mediado pela fosforilacdo da proteina Akt (HINEY;
SRIVASTAVA; LES DEES, 2010; HINEY et al., 2009).

O conjunto dos dados mencionado anteriormente sugere que fatores
periféricos que sinalizam o estado de energia e do desenvolvimento podem exercer
influéncia sobre os diferentes niveis de controle central que sao responsaveis pela
instalacdo da puberdade. Assim, em condi¢gbes de excesso de reservas de energia,
a sinalizacédo periférica precoce pode estimular o eixo H-H-G e o sistema kisspeptina
para iniciar a puberdade.
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2 JUSTIFICATIVA

Dados de estudos realizados em humanos sugerem haver nas Ultimos anos
uma reducdo na idade de inicio da puberdade em meninas (EULING et al., 2008;
HERMAN-GIDDENS et al.,, 1997), sendo este um tema relevante, visto que o
adiantamento da puberdade parece estar associado com doencgas cardiovasculares
e cancer de mama na idade adulta (GOLUB et al., 2008). Resultados de estudos
epidemioldgicos associam o0 aumento das reservas de energia com o adiantamento
da instalagdo da puberdade em meninas (ROSENFIELD; LIPTON; DRUM, 2009),
sendo que os mecanismos envolvidos no adiantamento da puberdade em casos de
obesidade s&o pouco conhecidos. O estado metabdlico influencia a ativagcio do eixo
hipotalamo-hipdfise-gbnada e o inicio da puberdade, sendo que esses efeitos sao
mediados em parte pela ativacdo do sistema KiSS-1/KiSS1R. Contudo, ainda séo
necessarios estudos que analisem a influéncia do estado metabdlico em condicdes
de balanco energético positivo, como na obesidade, sobre a expressao dos genes
Gnrh1l, Kissl, Kisslr e Lepr em regides do hipotdlamo relacionadas com o GnRH na

instalacao da puberdade.
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3 HIPOTESES

A ingestdo de alimentos palataveis no periodo juvenil e peripuberal esta
associada com a obesidade e adiantamento do inicio da puberdade. A instalacdo
precoce da puberdade associada com o excesso de tecido adiposo esta relacionada
com a modulacao do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnada e com a expressdo dos genes
gue compdem o sistema kisspeptina e gene Lepr.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar se a ingestao de uma dieta palatavel pode alterar o consumo alimentar
e o inicio da instalacdo da puberdade em ratas Wistar e se genes reguladores do
GnRH podem estar sendo modulados por fatores sinalizadores do estado
metabdlico.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a ingestdo de racdo padrdo, ingestdo de energia, carboidratos,
proteina e lipideos a partir do desmame até o dia da abertura vaginal de

ratas submetidas a Dieta de Cafeteria e alimentac&o controle;

2) Avaliar o peso do tecido adiposo intra-abdominal, Utero, ovarios e adrenais
no dia da abertura vaginal de ratas submetidas a Dieta de Cafeteria e

alimentacéo controle desde o desmame;

3) Avaliar a concentracdo sérica de leptina, IGF-1, E2 e LH no dia da
abertura vaginal de ratas submetidas a Dieta de Cafeteria e alimentacao

controle desde o desmame;

4) Avaliar a expressao dos genes Gnrhl, Kissl, Kisslr e Lepr de amostra
contendo a Banda Diagonal de Broca e hipotalamo em encéfalos
coletados no dia da abertura vaginal de ratas submetidas a Dieta de

Cafeteria e alimentacao controle desde o desmame;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizadas 40 fémeas de ratos Wistar desmamadas com 21 dias de
idade e provenientes de ninhadas padronizadas em 8 animais e com igual proporgéo
de filhotes machos e fémeas. Tal padronizagéo teve por objetivo evitar que ninhadas
com diferente nimero de animais e propor¢cdo de machos e fémeas resultasse em
variabilidade de peso corporal na época do desmame. Os animais foram fornecidos
pelo Centro de Reproducdo e Experimental Animal (CREAL) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e os experimentos foram realizados no
Laboratério de Neuroendocrinologia do Comportamento, localizado no Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da UFRGS. Inicialmente, os animais foram
distribuidos de forma aleatéria em grupo Controle (n=20) e grupo Dieta de Cafeteria
(n=20) e pesados em balanca semi-analitica (SHIMADZU, SP, Brasil). O peso
corporal no inicio do experimento foi semelhante entre os grupos (grupo Controle:
52,85 + 0,78, n=20; grupo Dieta de Cafeteria: 52,53 £ 0,90, n=20; teste t de Student,
P> 0,05). Os animais do grupo Controle tiveram acesso ad libitum a rac&o padréo de
biotério (Nuvilab CR-1, NUVITAL, Brasil) e a4gua, enquanto os animais do grupo
Cafeteria tiveram acesso ad libitum a varios alimentos industrializados, racao padréo
e agua. A racao padrao apresentou densidade energética de 2,95 kcal/g e peso
bruto distribuido em 55% de carboidratos, 22% de proteina e 4,5% de lipideos. Ao
longo dos experimentos, 0os animais foram mantidos em caixas de polipropileno (4
animais por caixa) com as seguintes dimensdes (CxLXA) em mm: 410 x 340 x 160(4
animais por caixa). Os animais foram mantidos condicbes controladas de
temperatura (22-24° C), luminosidade (ciclo claro/escuro 12h/12h — luzes acessas as
6h) e umidade (40-60%) e independentemente do tratamento ao qual foram
submetidos, todos os animais tiveram acesso ad libitum a racédo padrao de biotério e
agua ao longo dos experimentos. Ao final do protocolo experimental, os animais
foram decapitados sem anestesia por guilhotina. Todos os procedimentos foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS, sendo a

carta de aprovacao identificada pelo numero 21392.



33

5.2 DESENHO EXPERIMENTAL

O desenho experimental utilizado no presente estudo seguiu o disposto na
Figura 1. A partir do desmame, a ingestédo alimentar e o peso corporal dos animais
foram avaliados diariamente entre 9h e 11h. A partir do dia 28 pdés-natal, a
ocorréncia de abertura vaginal foi verificada diariamente das 7h as 9h e das 15h as
17h. No dia da abertura vaginal, os animais foram decapitados em guilhotina entre
18h e 20 h, visto que esse é o horario do pico de secrecao de LH (OJEDA et al.,
1976). Foi coletado o sangue troncular para a separacao do soro. O soro separado
foi armazenado a -80° C até a realizacdo das dosagens hormonais por ELISA de
leptina, LH, E2 e IGF-1. Ap0s a decapitacdo, os encéfalos foram imediatamente
congelados e armazenados a -80° C para analises posteriores da expressao dos
genes Kissl, Kisslr, Gnrhl, Lepr e Actb. Apés, procedeu-se a dissecacao do tecido
adiposo intra-abdominal, Gtero, ovario e adrenais. As carcacas e demais residuos

biologicos foram separados e encaminhados para descarte.

Ingestédo alimentar e peso corporal 9-11h

Inspecéo da abertura vaginal
7-9h e 15h-17h

Dia 21 pés-natal Dia 28 Abertura
Desmame poés-natal vaginal

Fig.1. Desenho experimental.
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5.3 DIETA DE CAFETERIA

A Dieta de Cafeteria empregada no presente estudo foi composta de
alimentos industrializados usualmente ingeridos por humanos e adquiridos no
comércio local. Os alimentos foram divididos em grupos (A, B e C, Tabela 1.) de
maneira que a distribuicdo de nutrientes fosse semelhante entre os grupos (Tabela
2.). Para evitar que os mesmos alimentos fossem disponibilizados aos animais por
mais de um dia consecutivo, cada grupo de alimentos foi ofertado ao longo do
experimento seguindo o rodizio A—‘>/B—>\C. Dessa forma, cada grupo de alimentos foi
repetido a cada quatro dias. Durante o experimento foram utilizados alimentos
frescos e os valores nutricionais utilizados para as analises de ingestao de nutrientes

foram obtidos dos rotulos dos produtos ou dos sites dos fabricantes.

Tabela 1 . Composicdo da Dieta de Cafeteria de acordo com a distribuicdo entre os grupos de
alimentos. Os valores estdo expressos por grama de alimento.

. Kcal Carboidrato  Proteina  Lipideo  Sédio

Alimento
C)) C)) C)) (mg)

Grupo A
Salame (Majestade, Brasil) 3,38 0,00 0,32 0,24 12,48
Bisnaga Seven Boys (Seven Boys, Brasil) 3,10 0,55 0,11 0,05 4,73
Yokitos Bolinha Sabor Queijo (Yoki, Brasil) 4,84 0,60 0,06 0,24 8,96
Deliket Jelly Bean (Dori Alimentos, Brasil) 3,80 0,95 0,00 0,00 0,20
Coca-Cola (Coca-Cola, Brasil) 0,43 0,11 0,00 0,00 0,05
Racéo padréo (Nuvital, Brasil) 2,95 0,55 0,22 0,04 2,70
Grupo B
Linguica (Sadia, Brasil) 3,20 0,00 0,18 0,28 15,74
Bolo de Chocolate (Nutrella, Brasil) 3,18 0,48 0,05 0,12 3,52
Bolacha Maria 4,46 0,73 0,09 0,13 3,23
Marshmallow Fini 3,35 0,79 0,05 0,00 0,33
Coca-Cola (Coca-Cola, Brasil) 0,43 0,11 0,00 0,00 0,05
Racao padréo (Nuvital, Brasil) 2,95 0,55 0,22 0,04 2,70
Grupo C
Presunto gordo Sadia 1,55 0,00 0,17 0,09 8,33
Salgadinho Fritello 5,08 0,52 0,08 0,29 6,40
Waffer chocolate (Bauducco, Brasil) 5,23 0,63 0,05 0,27 1,77
Bala de Goma (Dori Gomets 3,60 0,90 0,00 0,00 0,50
Coca-Cola (Coca-Cola, Brasil) 0,43 0,11 0,00 0,00 0,05
Racao padréo (Nuvital, Brasil) 2,95 0,55 0,22 0,04 2,70

Fonte: rétulo dos produtos e/ou site dos fabricantes.
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Tabela 2. Anélise da composicdo de nutrientes de acordo com o grupo de alimentos. Os
valores sdo média + E.P.M.

Nutriente Grupo A Grupo B Grupo C P

Energia (kcal/g) 3,08 + 0,60 293 = 0,55 3,14 + 0,78 >0,05
Carboidratos (g) 046 = 0,14 0,44 + 0,13 045 + 0,14 >0,05
Proteina (g) 0,12 + 0,05 0,10 + 0,03 0,09 + 0,04 >0,05
Lipideo (g) 0,10 + 0,05 0,10 + 0,04 0,12 + 0,05 >0,05
Sadio (mg) 585 = 2,04 426 + 237 330 + 1,37 >0,05

Fonte: elaborada pelo autor. Dados analisados por ANOVA.

5.4 INGESTAO ALIMENTAR

A ingestdo alimentar dos animais foi mensurada diariamente a partir da
pesagem das sobras de cada alimento. Os alimentos foram pesados em balanga
semi-analitica (SHIMADZU do Brasil Comércio Ltda, SP, Brasil). Para a
apresentacdo dos resultados de ingestdo, dividiu-se a ingestdo total de cada
alimento em cada caixa pelo nimero de animais presente na caixa. Por meio dos
valores de ingestdo verificados em cada caixa em vinte quatro horas ao longo do
experimento, calcularam-se os valores de ingestdo de racdo padréo (g), energia
(kcal), carboidratos (g), proteinas (g) e lipideos (g). Dessa forma, considerou-se a
média da ingestdo por caixa por dia em cada grupo entre o dia 21 e 36 pds-natal,

comum “n” entre 4 e 5 caixas/grupo.

5.5 ABERTURA VAGINAL — INSTALACAO DA PUBERDADE

A identificacdo da instalacdo da puberdade em fémeas foi determinada pela
ocorréncia da abertura vaginal (NAVARRO et al., 2004; OJEDA et al., 1976). Por
esse método, a aparéncia externa da genitalia € monitorada diariamente a partir do
desmame e o surgimento do orificio que caracteriza a abertura vaginal é entédo
considerado um indicador externo do inicio do processo puberal. Com o objetivo de
identificar o aparecimento da abertura vaginal, as regifes genitais de cinco fémeas

foram analisadas e fotografadas a partir do desmame (Fig. 2).
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Dia 21 Dia 22 Dia 23 Dia 24

Dia 25 Dia 26 Dia 28 Dia 29

Dia 30 Dia 31

Fig.2. Imagens ilustrativas da regiao genital de uma fémea de rata Wistar do desmame (dia 21)
até a abertura vaginal (instalacéo da puberdade) no dia 31.

Visto que houve diferentes padrbes de abertura vaginal, um grupo de trinta e
nove fémeas de rato Wistar foi acompanhado e fotografado para identificar as
diferentes formas que seriam consideradas como suficientemente abertas para a
classificacdo da instalacdo da puberdade (Fig. 3). Assim, as fotos na Fig. 3 foram
utilizadas como padrdes para a classificacdo de ocorréncia de abertura vaginal das
fémeas utilizadas nos experimentos de instalacdo da puberdade. Nesses
experimentos, as fémeas foram monitoradas diariamente das 7 as 9h e das 15 as
17h.
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Fig. 3. Imagens ilustrativas das diferentes apresenta¢des do orificio vaginal de 18 fémeas de rata
Wistar no dia da abertura vaginal (instalacéo da puberdade).
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5.6 DOSAGENS HORMONAIS — 17B-ESTRADIOL, LH, IGF-1 E LEPTINA

As dosagens hormonais foram realizadas em soro pelo método Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) a partir de kits comerciais prontos para 0 uso
em amostras de rato. Para a dosagem sérica de 17B-estradiol, utilizou-se um kit de
ELISA ultrassensivel (ALPCO, NH, EUA) com sensibilidade de deteccado < 1,399
pg/mL. Para a dosagem sérica do horménio luteinizante, utilizou-se um kit de ELISA
(USCN Life Science Inc., Hubei, China) com sensibilidade de deteccdo de < 0,21
mUI/mL. Para a quantificacdo de fator de crescimento semelhante a insulina-1,
utilizou-se um kit de ELISA (ALPCO, NH, EUA) com sensibilidade de deteccéo de
0,029 ng/mL. Para a dosagem de leptina, utilizou-se um kit de ELISA (Millipore, MO,
EUA) com sensibilidade de deteccédo de 0,08 ng/mL. Em todas as amostras, as

dosagens hormonais foram analisadas em duplicata e em um Unico ensaio.

5.7 PESO DO TECIDO ADIPOSO INTRA-ABDOMINAL, OVARIOS, UTERO E
ADRENAIS

Para a medida do peso bruto dos diferentes 6rgdos presentes na cavidade
abdominal dos animais, realizou-se uma incisao longitudinal na linha média partindo
da regido pubiana até o diafragma. Inicialmente, dissecou-se o tecido adiposo
presente ao redor do Utero e ovarios e, posteriormente, procedeu-se a dissecacdo
do utero, a partir de uma incisdo transversal na altura da porcdo final do ducto
vaginal. Apés, os ovarios foram dissecados a partir do Utero. Posteriormente, iniciou-
se a dissecacdo do tecido adiposo retroperitoneal, perirrenal e mesentérico. Por
ultimo, dissecaram-se ambas as adrenais. A quantidade de tecido adiposo intra-
abdominal foi considerada como sendo a soma do peso de cada tecido adiposo
dissecado. Para o peso dos ovarios e adrenais, consideraram-se a soma do peso de
ambos os 6rgdos localizados a direita e a esquerda. Todos os dados foram

expressos em gramas.
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5.8 DISSECACAO DA AMOSTRA DO ENCEFALO CONTENDO A BANDA
DIAGONAL DE BROCA E HIPOTALAMO

Inicialmente, o0s encéfalos foram removidos da caixa craniana e
imediatamente congelados pela imersdo por 20-30 segundos em isopentano
(Quimica Contemporanea Ltda, SP, Brasil) resfriado por gelo seco. Posteriormente,
os encéfalos foram embalados em Parafilm M® (Bemis Company, Inc., WI, EUA) e
mantidos em -80° C. No dia da dissecagao dos extratos contendo a Banda Diagonal
de Broca, a Area Pré-optica e o Nucleo Arqueado do hipotalamo, os encéfalos foram
retirados do freezer -80° C e mantidos em gelo seco. Para o procedimento de
dissecacao, utilizou-se uma matriz de encéfalo de rato com divisbes coronais de
1mm (RBM-4000C, ASI Instruments, Inc., MI, EUA), laminas de corte, pinca curva,
bisturi e placa de Petri resfriada em gelo. Todos os materiais utilizados foram
previamente limpos com alcool 70% preparado em &gua livre de nucleases
(Integrated DNA Technologies, Inc., 1A, EUA), seguido por limpeza em solucéo para
descontaminacdo de RNAses (RNaseZap® Solution, Applied Biosystems, Inc., EUA)
e lavagem com agua livre de nucleases. Entre a dissecacdo de cada amostra,
seguiu-se a limpeza mencionada anteriormente com excec¢ao do alcool 70%. Para a
dissecacdo das amostras, realizaram-se dois cortes coronais (Fig. 4) utilizando a
matriz para encéfalo de rato com intervalo de seccdo de 1 mm resfriada em gelo. Um
corte foi realizado 1-2 mm anterior ao quiasma optico (Fig. 4, linha 1) e outro corte
foi realizado 1-2 mm posterior aos corpos mamilares (Fig. 4, linha 2) (BURCELIN et
al., 2003; QUENNELL et al., 2011).

Fig. 4. Localizacdo dos cortes coronais realizados em encéfalo de rato. Na linha (1) o corte foi
realizado 1-2 mm anterior ao quiasma optico. Na linha (2) o corte foi realizado 1-2 mm posterior aos
corpos mamilares.
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O corte coronal, com espessura de aproximadamente 6 mm e
correspondendo as coordenadas entre +1,8 mm e - 4,90 mm relativas ao bregma
(PAXINOS; WATSON, 2007), foi colocado sobre uma placa de petri resfriada em
gelo (Fig. 5. A) para a realizacédo de dois cortes sagitais bilaterais a 2 mm da linha
media (Fig. 5. A, linhas 1 e 2) e um corte horizontal 2 mm a partir da superficie
ventral (Fig. 5. A, linha 3). O material dissecado (Fig. 5. B) foi pesado e congelado
em nitrogénio liquido para analises posteriores de expressao génica. O peso (mg) da
amostra dissecada foi similar entre os grupos (Controle: 65,81 = 3.25, n=16;
Cafeteria: 61,81 + 3,22, n=14; teste t de Student, P> 0,05.)

Fig. 5. Disseccdo de amostra de encéfalo contendo a Banda Diagonal de Broca e hipotalamo. (A)
Seccao coronal e localizagdo proposta para a dissecacao (retangulo). (B) Corte coronal com a area
dissecada (retangulo ausente).

5.9 EXPRESSAO DOS GENES Kiss1, Kiss1r, Gnrh1, Lepr

As andlises de expressdo dos genes Kissl, Kisslr, Gnrhl e Lepr foram
realizadas nas amostra contendo a Banda Diagonal de Broca e o hipotalamo.
Incialmente, procedeu-se a extracdo de RNA total, seguida pela sintese de DNA
complementar (cDNA) e posterior analise da expressdo dos genes pela Reagdo em

Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR).
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5.9.1 Extracao e Quantificacdo de RNA Total

Para a extragdo de RNA total das amostras, utilizou-se o método fenol-
guanidina isotiocianato-cloroférmio. Primeiramente, adicionou-se 500 pL de reagente
TRIzol® Reagent (Life Technologies, Corp., CA, EUA) as amostras para a
homogeneizacdo em homogeneizador mecanico (Omni International, GA, USA).
Ap6s a homogeneizacdo inicial do tecido, adicionou-se 500 pL de TRIzol as
amostras que foram entdo agitadas em voértex por aproximadamente 15 segundos e
permaneceram em temperatura ambiente por 5-10 minutos. Apds, adicionou-se 200
puL de cloroférmio (Merk KGaA, DA, DEU) em cada amostra e estas foram
homogeneizadas em vortex por aproximadamente 15 segundos, seguido de
incubacdo em temperatura ambiente por 3-4 minutos. As amostras foram entéo
centrifugadas a 12.000 x g em centrifuga refrigerada (Eppendorf, HH, DEU) a 4° C
por 15 minutos para a separacao das fases contendo proteinas, DNA e RNA total. A
fase aquosa contendo RNA total (aproximadamente 550-600 L) foi transferida para
um novo microtubo e adicionou-se 1 mL de isopropanol 100% (Merk KGaA, DA,
DEU). Apds, cada amostra foi homogeneizada manualmente e conservada em -80°
C por 2 horas. Apés permanecer por 2 horas em -80°C, as amostras foram mantidas
em gelo por 10 minutos e entdo centrifugadas a velocidade de 12.000 x g por 15
minutos a temperatura de 4° C para permitir a precipitacdo do RNA, observado nas
amostras como um precipitado branco. O sobrenadante foi desprezado com cuidado
para ndo desprender o precipitado de RNA da parede do microtubo e adicionou-se 1
mL de Etanol 75% preparado em agua livre de nucleases e realizou-se uma
centrifugacdo em velocidade de 8.000 x g por 10 minutos entre 4° e 9° C. O
sobrenadante foi desprezado com cuidado para néo perder o precipitado de RNA.
Nesse ultimo passo, o excesso de etanol foi coletado com o uso de ponteira de 10
ML seguido por uma centrifugacdo em centrifuga (Martin  Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, HH, DEU) acoplada a sistema a Vvacuo
(VACUUBRAND GMBH + CO KG, NI, DEU) por 30 segundos. O excesso de etanaol,
guando observado, foi removido com o uso de ponteira de 10 pL e os microtubos
contendo os precipitados de RNA foram mantidos abertos por 3-7 minutos para a
secagem do etanol remanescente. As amostras foram entéo reconstituidas com 15-

20 pL de &gua livre de nucleases e permaneceram em banho seco termobloco
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(Nova Etica, SP, BRA) a 60° C por 15 minutos. Apds, foram mantidas em gelo por 1-
2 minutos e brevemente centrifugadas em microcentrifuga por 10 segundos e
armazenadas em -80° C para a realizagéo da quantificagdo do RNA no dia seguinte.
Para a quantificacdo do RNA total nas amostras, utilizou-se o Quant-iT™ RNA Assay
(Invitrogen, Corp., OR, USA). Esse kit contém reagentes com afinidade pelo RNA e
gue ao reagirem com este emitem fluorescéncia proporcional a concentracao de
RNA na faixa de concentragdo entre 5-100 ng. Inicialmente, as amostras foram
diluidas na razédo de 1:30 em &gua livre de nucleases e procedeu-se de acordo com
0 protocolo do fabricante. A fluorescéncia e a respectiva concentracdo de RNA total
foram quantificadas no equipamento Qubit™ (Invitrogen, Corp., OR, USA). Apoés a

guantificacéo, as amostras foram e armazenadas em -80° C.

5.9.2 Sintese de DNA Complementar (cDNA)

A sintese de cDNA foi realizada por meio do kit SuperScript® First-Strand
Synthesis System for RT-PCRSuperScript Il (Invitrogen, OR, USA) e de equipamento
termociclador (PTC-100, MJ Research, Inc., MA, USA). Primeiramente, as amostras
de RNA total foram retiradas do freezer -80° C e mantidas em gelo até estarem
completamente descongeladas. Posteriormente, seguiram-se as etapas indicadas no
protocolo do fabricante. Para a sintese de cDNA, utilizou-se 1 ng de RNA total de
cada amostra e o primer oligo(DT) para a hibridizacdo da cauda poli(A)* do mRNA
presente nas amostras. Ao final das reacdes para a sintese de cDNA, as amostras

foram armazenadas em -20° C.

5.9.3 Anadlise de Expressdo Génica — Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (QPCR)

A analise da expressédo dos genes Kissl, Kisslr, Gnrhl, Lerp e Actb (gene da
B-actina) foi realizada pelo método da Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo

real (QPCR). Inicialmente, localizou-se na literatura cientifica pares de primers
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utilizados para o estudo da expressdo do gene Kissl (LIE et. al.,, 2013), Kisslr
(IWASA et. al., 2010), Gnrhl (IWASA et. al., 2010), Lepr (BIAN et. al., 2013) e Actb
(IWASA et. al., 2010). Posteriormente, verificaram-se as sequéncias de nucleotideos
de cada par de primers na base de dados online PRIMER - Basic Local Alignment
Search Tool (PRIMER-BLAST®;<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome>) em relacdo a especificidade das
sequéncias forward e reverse de cada primer para o respectivo gene, assim como
em relacdo ao tamanho do produto esperado durante a reacdo de qPCR. Além
disso, verificou-se na base de dados online Ensembl
(<http://www.ensembl.org/index.html>) a localizagdo dos pares de primers nos
transcritos de cada gene, sendo escolhidas as sequéncias de primers localizadas
em exons entre introns para permitir a diferenciacdo entre a amplificacdo de mRNA
e a possivel amplificacdo de DNA gendmico. As informacdes referentes aos primers

constam na Tabela 3.

Tabela 3. Dados dos primers utilizados nas analises de expressédo génica.

Numero de acesso®  Gene Sequéncia de nucleotideos Produto
553 esperado (pb)”
NM_181692.1 Kissl Forward: AGCTGCTGCTTCTCCTCTGT 139

Reverse: GCATACCGCGGGCCCTTTT

NM_023992.1 Kisslr Forward: GCAGACCGTCACCAATTTCT 222

Reverse: GGGAACACAGTCACGTACCA

NM_012767.2 Gnrhl Forward: GCAGAACCCCAGAACTTCGA 101

Reverse: TGCCCAGCTTCCTCTTCAAT

NM_012596.1 Lepr Forward: TGTTCCTGGGCACAAGGACTTA 179

Reverse: ACCATAGCTGCTGGTACCATCTCA

NM_031144.3 Actb Forward: ACCTTCAACACCCCAGCCATG 309

Reverse: GGCCATCTCTTGCTCGAAGTC

aNamero de Acesso de acordo com a base de dados PRIMER-BLAST.

® pb = pares de bases
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Foram realizados experimentos prévios para a verificagdo de amplificagdo do
DNA gendmico, especificidade do produto amplificado pelos primers e condi¢cdes de
temperatura e tempo das reacdes de gPCR. Para isso, utilizaram-se inicialmente
amostras piloto contendo a Banda Diagonal de Broca e hipotalamo de fémeas de
rata Wistar adulta (aproximadamente 120 dias) e na idade da instalacdo da
puberdade que receberam tratamento controle ou experimental. Para a amplificacéo
e deteccdo dos genes de interesse em gPCR, utilizou-se o kit Platinum® SYBR®
Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, OR, EUA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante (Tabela 4).

Tabela 4. Componentes utilizados na reacéo de qPCR.

Componente Volume (uL)
Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG 6,25
Primer Forward 0,20
Primer Reverse 0,20
ROX reference dye 1,00
cDNA 1,00
Agua livre de nucleases 3,85

Fonte: Invitrogen, OR, EUA.

Inicialmente, preparou-se uma solucdo de acordo com a tabela Tabela 4.
contendo os primers especificos para cada gene e amostra de cDNA diluida na
razao de 1:10 em &gua livre de nucleases. Apos, a solucdo (11,5 yL) contendo o par
de primers especifico e a amostra de cDNA (1,00 uL) foram pipetadas em placa de
96 pocos (Applied Biosystems®, EUA) e coberta com filme adesivo (Applied
Biosystems®, EUA). Apés, a placa foi centrifugada na velocidade de 606 x g por 1
minuto. Para a reacdo de qPCR, utilizou-se o sistema operacional e termociclador
StepOnePlus (Applied Biosystems®, EUA) programado para uma etapa de
incubacédo da placa a 50° C por 2 minutos, seguida por desnaturacao a 95° C por 10
minutos e 45 ciclos de 95° C por 15 segundos (desnaturacdo) e 60° C por 60
segundos (anelamento e extensdo). Ao final, o sistema realizou a andlise da

especificidade do produto amplificado pela curva de Melt. A especificidade do
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produto amplificado, o tamanho do produto esperado para cada par de primer de
acordo com as analises estimadas pelo PRIMER-BLAST e as condi¢fes de ciclo
foram confirmadas pela curva de Melt e pela analise do produto amplificado por meio
de gel de Agarose 1,5% (Laboratorios Conda, Madri, Espanha), respectivamente
para os genes Kissl, Kisslr, Gnrhl, Lepr e Actb. (Fig. 6). Para o célculo da
expressdo de cada gene, utilizou-se uma curva padréo a partir do pool de cDNA das
amostras Controle diluida na razdo de 1:5. O nivel de expressédo foi obtido pela
interpolacéo na curva padréo do valor do Cycle threshold (Ct) de cada gene durante
a amplificacdo por qPCR. Os valores obtidos para cada gene foram normalizados
pelos valores de expresséo do gene Actb, utilizado como gene de referéncia. Assim,

os valores de expressédo foram expressos como unidades relativas.
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Fig. 6. Curva de Melt e gel de agarose dos produtos amplificados por qPCR. A, C, E, G e | sdo as
curvas de Melt dos produtos amplificados e B, D, F, H e J fotos de géis de agarose com as bandas
verticais & esquerda representando o marcador em escala de 100 pares de base (pb) e a direita as
amostras em duplicata. A e B = Kissl (139 pb); C e D= Kisslr (222 pb); E e F= Gnrh1(101 bp); G e

H= Lepr (179 bp); | e J= Actb (309 pb).
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5.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram inicialmente analisados em relacéo a distribuicdo normal e
homogeneidade da variancia. Os dados que apresentaram distribuicdo normal e
homogeneidade da variancia foram submetidos as analises inferenciais por meio dos
testes paramétricos teste T de Student, teste T de Welch e ANOVA Fatorial de
Medidas Repetidas, enquanto os dados que n&o cumpriram 0S requisitos de
normalidade e homogeneidade da varidncia foram analisados por testes néo-
paramétricos de Mann-Whitney e Mantel-Cox. As andlises inferenciais em relagéo ao
peso corporal, ganho de peso corporal, peso do Utero, peso das adrenais, peso do
tecido adiposo intra-abdominal, concentracdo sérica de leptina e E2 foram
analisadas pelo teste t de Student e os valores representados como média + erro
padrdo da média (E.P.M), enquanto que as analises inferenciais da concentracao de
LH e do peso dos ovarios foram analisados pelo teste t de Welch e os resultados
também representados como média + E.P.M. Os dados de ingestdo de racao
padrdo, ingestdo de energia, ingestdo de carboidratos, ingestdo de proteina e
ingestao de lipideo foram analisados pela ANOVA Fatorial de Medida Repetidas e os
resultados representados como meédia = E.P.M. As andlises inferenciais da
concentragcdo seérica de IGF-1, a relacdo da expressao génica Kissl/Actb mRNA,
Kiss1lr/Actb mRNA, Gnrhl/Actb mRNA e Lepr/Actb mRNA foram realizadas pelo
teste de Man-Whitney e representados como mediana e intervalos quartilicos 25 e
75. Para os dados de abertura vaginal, utilizou-se o teste de Mantel-Cox para a
analise inferencial. Os dados de abertura vaginal foram apresentados graficamente
em curvas de sobrevida de Kaplan-Meier como o percentual de animais com
abertura vaginal para determinada idade pds-natal. Para as analises de correlacéo
utilizou-se o0 teste de correlacdo de Spearman, com o0s resultados sendo
apresentados como coeficiente de correlacdo de Spearman (rs) ou teste de
correlacdo de Pearson, sendo os resultados apresentados como o coeficiente de
correlacdo de Pearson (r). Em todos os casos, consideraram-se diferencas

significativas quando P< 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 INGESTAO ALIMENTAR NO PERIODO JUVENIL E PERIPUBERAL

A ingestdo de racdo padrao sofreu efeito significativo da interacdo entre o
tempo de tratamento e o tratamento, F (14,98) = 9,46 (Fig. 7. A, P< 0,0001). A
mesma analise demonstrou haver um efeito significativo do tempo do tratamento
sobre a ingestao de ragédo padréo, F (14, 98) = 23,91 (Fig. 7. A, P< 0,0001), e um
efeito significativo do tratamento sobre a ingestdo de racédo padrdo, F (1,98) =
167,90 (Fig. 7. A, P< 0,0001). A analise de pos-teste utilizando o método de
Bonferroni demonstrou que o grupo Dieta de Cafeteria ingeriu uma quantidade
significativamente menor de racéo padrao durante o periodo juvenil e peripuberal em
relacdo ao grupo Controle (Fig. 7. A, P< 0,01 no dia 22 e P< 0,001 nos demais dias

pos-natal).

A ingestdo de energia sofreu um efeito significativo da interacdo entre o
tempo de tratamento e o tratamento, F (14,98) = 4,54 (Fig. 7. B, P< 0,0001). A
mesma analise demonstrou haver um efeito significativo do tempo do tratamento, F
(14, 98) = 37,83 (Fig. 7. B, P< 0,0001), e do tratamento sobre a ingestdo de energia
F (1,98) = 48,02 (Fig. 7. B, P<0,0001). A andlise de pés-teste utilizando o método de
Bonferroni demonstrou que a ingestao total de energia do grupo Dieta de Cafeteria
foi significativamente maior em relacdo ao grupo Controle nos dias 22 (Fig. 7. B, P<
0,01), 34 (Fig. 7. B, P< 0,01) e 35 poés-natal (Fig. 7. B, P< 0,001).

A ingestao de carboidratos sofreu significativo da interacdo entre o tempo de
tratamento e o tratamento, F (14,98) = 4,29 (Fig. 7. C, P< 0,0001). A mesma analise
demonstrou haver efeito significativo do tempo do tratamento, F (14, 98) = 30,71
(Fig. 7. C, P< 0,0001), e do tratamento sobre a ingestao de carboidratos, F (1,98) =
37,62 (Fig. 7. C, P= 0,0005). A analise de pds-teste utilizando o método de
Bonferroni demonstrou que a ingestdo de carboidratos do grupo Dieta de Cafeteria
foi significativamente menor em relacdo ao grupo Controle nos dias 28, 31, 32, 34 e
36 poés-natal (Fig. 7. C, P< 0,05 no dia 32 e P< 0,001 nos demais dias).
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A ingestdo de proteina sofreu efeito significativo da interacdo entre o tempo
de tratamento e o tratamento, F (14,98) = 5,61 (Fig. 7. D, P< 0,0001). A mesma
analise demonstrou haver um efeito significativo do tempo do tratamento F (14, 98) =
51,70 (Fig. 7. D, P< 0,0001) e do tratamento sobre a ingestédo de proteina F (1,98) =
39,74 (Fig. 7. D, P= 0,0004). A andlise de pos-teste utilizando o método de
Bonferroni demonstrou que a ingestao de proteina do grupo dieta de Cafeteria foi
significativamente menor em relagéo ao grupo Controle nos dias 24, 27, 29, 30, 33 e
34 pés-natal (Fig. 7. D, P< 0,001 nos dias 24 e 30 pés-natal, P< 0,01 no dia 27 p6s-
natal e P< 0,05 nos demais dias).

A ingestéo de lipideo sofreu efeito significativo da interacéo entre o tempo de
tratamento e o tratamento, F (14,98) = 7,39 (Fig. 7. E, P< 0,0001). A mesma analise
demonstrou haver um efeito significativo do tempo do tratamento, F (14, 98) = 12,64
(Fig. 7. E, P< 0,0001), e do tratamento sobre a ingestao de lipideo, F (1,98) = 104,50
(Fig. 7. E, P< 0,0001). A andlise de pos-teste utilizando o método de Bonferroni
demonstrou que a ingestdo de lipideo do grupo Dieta de Cafeteria foi
significativamente maior em relacdo ao grupo Controle ao longo do tratamento,
exceto nos dias 24 e 27 pos-natal (Fig. 7. E, P< 0,01 nos dias 22 e 30 pés-natal, P<
0,001 nos dias 23, 25, 26, 28, 29 e 31-36 pos-natal).
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Fig. 7. Ingestéo alimentar no periodo juvenil e puberal. (A) Evolucdo da ingestédo de racdo padrédo do
desmame (21 dias) a instalacdo da puberdade. Os valores séo média e as barras verticais sdo erro
padrdo da média. Controle n= 5 caixas e Dieta de Cafeteria n= 4 caixas. ANOVA fatorial de medidas
repetidas seguida de pés-teste de Bonferroni. ** P< 0,01; * P< 0,001. (B) Evolucédo da ingestéo total
de energia do desmame (dia 21 pés-natal) ainstalacdo da puberdade. Os valores sdo média e as
barras verticais sdo erro padrdo da média. Controle n= 5 caixas e Dieta de Cafeteria n= 4 caixas.
ANOVA fatorial de medidas repetidas seguida de pés-teste de Bonferroni. ** P< 0,01; * P< 0,001. (C)
Evolucédo da ingestdo de carboidratos do desmame (dia 21 pés-natal) a instalacéo da puberdade. Os
valores sdo média e as barras verticais sao erro padrao da média. Controle n= 5 caixas e Dieta de
Cafeteria n= 4 caixas. ANOVA fatorial de medidas repetidas seguida de pds-teste de Bonferroni. * P<
0,05; * P< 0,001. (D) Evolucéo da ingestdo de proteina do desmame (dia 21 pds-natal) a instalacao
da puberdade. Os valores sdo média e as barras verticais sdo erro padrdo da média. Controle n= 5
caixas e Dieta de Cafeteria n= 4 caixas. ANOVA fatorial de medidas repetidas seguida de pds-teste
de Bonferroni. * P< 0,05; ** P< 0,01; * P< 0,001. (E) Evolucédo da ingestéo de lipideos do desmame
(dia 21 poés-natal) a instalagdo da puberdade. Os valores sdo média e as barras verticais sdo erro
padrédo da média. Controle n= 5 caixas e Dieta de Cafeteria n= 4 caixas. ANOVA fatorial de medidas
repetidas seguida de p6s-teste de Bonferroni. ** P< 0,01; * P< 0,001.
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6.2 IDADE DA ABERTURA VAGINAL, PESO DO UTERO E OVARIOS E
CONCENTRACAO DE LH E E2

Para a determinacéo da instalacdo da puberdade, o presente estudo utilizou o
critério da abertura vaginal. A andlise das curvas de sobrevida para o evento idade
da abertura vaginal revelou que o grupo Dieta de Cafeteria apresentou a ocorréncia
da abertura vaginal com idade menor comparada com o grupo Controle (Fig. 8, P<
0,01).
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Fig. 8. Curvas de Kaplan-Meier da proporcdo de animais com abertura vaginal. A linha horizontal
pontilhada representa o ponto em que 50% dos animais apresentaram abertura vaginal. Controle
n=19 e Dieta de Cafeteria n=20. Teste de Mantel-Cox. ** P= 0,01.

No dia da abertura vaginal, o peso do utero e 0 peso dos ovarios foram
semelhantes entre os grupos (Fig. 9. A, P= 0,94 e B, P= 0,08, respectivamente). A
analise do peso do utero/peso corporal ndo demonstrou diferenca entre 0os grupos
(Fig. 9. C, P= 0,65). Contudo, quando normalizado pelo peso corporal, 0 peso do
ovario no dia da abertura vaginal foi significativamente maior no grupo Cafeteria
comparado ao grupo Controle (Fig. 9. D, P=0,03).
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Fig. 9. Peso de 6rgaos do sistema reprodutor no dia da abertura vaginal abertura. (A) Peso do Utero
no dia da abertura vaginal. Os valores sdo média e as barras verticais sdo erro padrdo da média.
Controle n= 18 e Dieta de Cafeteria n=20. Teste t Student. (B) Peso do ovario no dia da abertura
vaginal. Os valores sdo média e as barras verticais sdo erro padrdo da média. Controle n= 17 e
Dieta de Cafeteria n=18. Teste t de Welch. (C) Peso do Utero/peso corporal no dia da abertura
vaginal. Os valores sdo média e as barras verticais sdo erro padrdo da média. Controle n=18 e Dieta
de Cafeteria n=20. Teste t Student. (D) Peso do ovario/corporal no dia da abertura vaginal. Os
valores sdo média e as barras verticais sdo erro padrdo da média. Controle n=19 e Dieta de
Cafeteria Cafeteria n=20. Teste t Student. *P= 0,03

A concentracao sérica de LH quantificada na tarde do dia da abertura vaginal
foi semelhante entre o grupo Controle e o Grupo Dieta de Cafeteria (Fig. 10. A, P=
0,52). A concentracéo sérica de E2 também foi semelhante entre os grupos na tarde
do dia da abertura vaginal (Fig. 10. B, P=0,11).
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Fig. 10. Concentracdo sérica de horménios do eixo HHG no dia da abertura vaginal. (A)
Concentragéo sérica de LH no dia da abertura vaginal. Os valores sdo média e as barras verticais
sdo erro padrdo da média. Controle n= 15 e Dieta de Cafeteria n=19. Teste t de Student. (B)
Concentragéo sérica de E, no dia da abertura vaginal. Os valores sdo média e as barras verticais
sdo erro padrao da média. Controle n= 17 e Dieta de Cafeteria n=18. Teste t de Student.
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Embora as concentracdes de LH e de E2 ndo tenham sofrido modificacdes
frente ao tratamento utilizado, optou-se por analisar a existéncia de correlacao entre
ambos os horménios. Quando separadas por grupo, as analises de correlacdo nao
identificaram correlagdo significativa entre a concentracdo sérica de LH e a
concentracao sérica de E2 no dia da abertura vaginal no grupo Controle, r = -.05, P=
0,88 (Fig. 11. A) e no grupo Dieta de Cafeteria r = -.11, P= 0,67 (Fig. 11. B). A
analise dos dados agrupados nao identificou correlacédo entre a concentracdo sérica
de LH e a concentracdo sérica de E2 no dia da abertura vaginal, r = -.03, P= 0,87
(Fig. 11. C).
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Fig. 11. Correlacédo entre LH e E2 no dia da abertura vaginal. (A) Correlacdo entre a concentragdo
sérica de LH e a concentragéo sérica de E2 no dia da abertura vaginal no grupo Controle (n= 13). (B)
Correlacé@o entre a concentracdo sérica de LH e a concentrac@o sérica de E2 no dia da abertura
vaginal no grupo Dieta de Cafeteria (n=17). (C) Correlac@o entre a concentracdo sérica de LH e a
concentracdo sérica de E2 no dia da abertura vagina (n=30). Teste de correlagéo de Pearson (r).
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6.3 PESO CORPORAL, TECIDO ADIPOSO INTRA-ABDOMINAL E PESO DAS
ADRENAIS NO DIA DA ABERTURA VAGINAL

No dia da abertura vaginal, o peso corporal do grupo Dieta de Cafeteria foi
significativamente menor em relagcdo ao grupo Controle (Fig. 12. A, P= 0,03). Da
mesma maneira, o0 ganho de peso total do desmame ao dia da abertura vaginal foi
significativamente menor no grupo Dieta de Cafeteria em relacdo ao grupo Controle
(Fig. 12. B, P=0,02). Contudo, devido ao fato do grupo Dieta de Cafeteria apresentar
a instalacdo da puberdade em idade menor que o grupo Controle (Fig. 8.), realizou-
se analise de ganho de peso do desmame até os dias 33 e 35 pdOs-natal. Do
desmame até o dia 33 pos-natal e do desmame até o dia 35 pds-natal, o ganho de
peso foi semelhante entre os grupos (Fig. 12. C, P= 0,28 e D, P= 0,10,
respectivamente). Embora o menor peso corporal no dia da abertura vaginal, o peso
do tecido adiposo intra-abdominal foi significativamente maior no grupo Dieta de
Cafeteria em relacdo ao grupo Controle (Fig. 12. E, P= 0,001). Visto que houve
diferenca significativa em relacdo ao peso corporal do animas no dia da abertura
vaginal, optou-se por analisar o peso do tecido adiposo intra-abdominal
considerando o peso corporal. Como esperado, o peso do tecido adiposo intra-
abdominal/peso corporal no dia da abertura vaginal foi significativamente maior no
grupo Cafeteria em relacdo ao grupo Controle (Fig. 12. F, P< 0,0001). No dia da
abertura vaginal o peso das adrenais foi significativamente menor no grupo Cafeteria
comparado ao grupo Controle (Fig. 12. G, P= 0,003). Porém, quando o peso das
adrenais foi normalizado pelo peso corporal no dia da abertura vaginal, essa

diferenca nao foi significativa (Fig. 12. H, P= 0,06).
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Fig. 12. Peso corporal, ganho de peso e peso do tecido adiposo intra-abdominal e adrenais no dia da
abertura vaginal. (A) Peso corporal no dia da abertura vaginal. Os valores sdo média e as barras
verticais sdo erro padrdo da média. Controle n= 19 e Dieta de Cafeteria n=20. Teste t Student. *P=
0,03. (B) Ganho de peso corporal do desmame (dia 21 pds-natal) até o dia da abertura vaginal. Os
valores sdo média e as barras verticais sdo erro padrdo da média. Controle n= 19 e Dieta de
Cafeteria n=20. Teste t Student. *P= 0,02. (C) Ganho de peso corporal do desmame (dia 21 pés-
natal) até o dia 33 pds-natal. Os valores sdo média e as barras verticais sdo erro padrao da média.
Controle n= 15 e Dieta de Cafeteria n=14. Teste t de Student. P= 0,28. (D) Ganho de peso corporal
do desmame (dia 21 pds-natal) até o dia 35 pds-natal. Os valores sdo média e as barras verticais
sdo erro padrao da média. Controle n= 15 e Dieta de Cafeteria n= 6. Teste t de Student. P= 0,10. (E)
Peso do tecido adiposo intra-abdominal no dia da abertura vaginal. O tecido adiposo intra-abdominal
compreende tecidos adiposos localizados nas seguintes regides intra-abdominais: mesentérica,
perigonadal, perirrenal e retroperitoneal. Os valores sdo média e as barras verticais sdo erro padrao
da média. Controle n= 18 e Dieta de Cafeteria n=20. Teste t de Welch. *P= 0,001. (F) Peso do tecido
adiposo intra-abdominal/peso corporal no dia da abertura vaginal. Os valores sdo média e as barras
verticais sdo erro padrao da média. Controle n=18 e Dieta de Cafeteria n=20. Teste t de Welch. *P<
0,0001. (G) Peso das adrenais no dia da abertura vaginal. Os valores sdo média e as barras verticais
sdo erro padrdo da média. Controle n= 18 e Dieta de Cafeteria n=19. Teste t Student. *P= 0,003. (H)
Peso das adrenais em relagdo ao corporal no dia da abertura vaginal. Os valores sdo média e as
barras verticais sdo erro padrdo da média. Controle n= 18 e Dieta de Cafeteria n=19. Teste t de
Welch. P=0,06.
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6.4 CORRELACAO ENTRE O PESO CORPORAL E A ABERTURA VAGINAL

A andlise de dados por grupos revelou correlacdo significativa entre o peso
corporal e a idade da abertura vaginal no grupo Controle, rs = .82, P< 0,001 (Fig. 13.
A) e no grupo Dieta de Cafeteria, rs = .67, P= 0,01 (Fig. 13. B). Com os dados
agrupados, a analise também revelou correlacao significativa entre o peso corporal e
o dia da abertura vaginal, rs = .79, P< 0,001 (Fig. 13. C).
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Fig. 13. Correlacdo entre o peso corporal no dia da abertura vaginal e o dia da abertura vaginal. (A)
Correlacé@o entre o peso corporal no dia da abertura vaginal e o dia da abertura vaginal no grupo
Controle (n= 19). (B) Correlacéo entre o peso corporal no dia da abertura vaginal e o dia da abertura
vaginal no grupo Dieta de Cafeteria (n=20). (C) Correlacdo entre o peso corporal no dia da abertura
vaginal e o dia da abertura vaginal. Teste de correlagcdo de Spearman (rs).
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A analise por grupo demonstrou correlagcdo significativa entre o ganho de
peso corporal até o dia da abertura vaginal e o dia da abertura vaginal no grupo
Controle, rs = .84, P< 0,001 (Fig. 14. A). Da mesma forma, houve correlacao
significativa entre o ganho de peso corporal até o dia da abertura vaginal e o dia da
abertura vaginal no grupo Dieta de Cafeteria, rs = .82, P< 0,001 (Fig. 14. B). A
andlise com os dados agrupados também resultou correlagdo significativa entre o
ganho de peso corporal até o dia da abertura vaginal e o dia da abertura vaginal, rs
= .90, P< 0,001 (Fig. 14. C).
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Fig. 14. Correlacé@o entre o ganho de peso corporal até o dia da abertura vaginal e o dia da abertura
vaginal. (A) Correlacdo entre o ganho de peso corporal até o dia da abertura vaginal e o dia da
abertura vaginal no grupo Controle (n= 19). (B) Correlagéo entre o ganho de peso corporal até o dia
da abertura vaginal e o dia da abertura vaginal no grupo Dieta de Cafeteria (n=20). (C) Correlagéo

entre 0 ganho de peso corporal até o dia da abertura vaginal e o dia da abertura vaginal (n=39).
Teste de correlagcdo de Spearman (rs).
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6.5 CORRELACAO ENTRE O PESO DO TECIDO ADIPOSO INTRA-ABDOMINAL E
A ABERTURA VAGINAL

A andlise de dados por grupo identificou correlagdo significativa entre o tecido
adiposo intra-abdominal e o dia da abertura vaginal no grupo Controle, rs = .61, P=
0,007 (Fig. 15. A). Da mesma forma, houve correlacdo significativa entre o tecido
adiposo intra-abdominal e o dia da abertura vaginal no grupo Dieta de Cafeteria, rs =
.86, P< 0,001 (Fig. 15. B). A andlise com dados agrupados revelou correlacéo
significativa entre o peso do tecido adiposo intra-abdominal e a idade da abertura
vaginal, rs = .37, P< 0,02 (Fig. 15. C). Nao houve diferenca entre a correlacdo do
-1,64, P>

grupo Controle e a correlacdo do grupo Dieta de Cafeteria, escore-z
0,05.
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Fig. 15. (A) Correlacdo entre o peso do tecido adiposo intra-abdominal e o dia da abertura vaginal no
grupo Controle (n= 18). (B) Correlacdo entre o peso do tecido adiposo intra-abdominal e o dia da
abertura vaginal no grupo Dieta de Cafeteria (n=20). (C) Correlacdo entre o peso do tecido adiposo
intra-abdominal e o dia da abertura vaginal (n=38). Teste de correla¢éo de Spearman (rs).
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6.6 CONCENTRACAO SERICA DE FATOR DE CRESCIMENTO SEMELHANTE A
INSULINAI-1 (IGF-1) E LEPTINA NO DIA DA ABERTURA VAGINAL

A concentrac@o sérica de IGF-1 no dia da abertura vaginal foi semelhante
entre os grupos (Fig. 16. A, P= 0,07). No dia da abertura vaginal a concentragéo
sérica de leptina foi significativamente maior no grupo Dieta de Cafeteria em relacao
ao grupo Controle (Fig. 16. B, P=0,04).
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Fig. 16. Concentracdo de horménios IGF-1 e leptina no dia da abertura vaginal. (A) Concentracéo
sérica de IGF-1 no dia da abertura vaginal. Os valores sdo média e as barras verticais sdo erro
padrdo da média. Optou-se pela representacdo grafica em média e erro padrdo da média ao invés
de mediana e intervalos quartilicos (IQ) 25 e 75. Grupo Controle: mediana= 1132 ng/mL, 1Q25= 1011
ng/mL, 1Q75=1212 ng/mL; Grupo Dieta de Cafeteria: mediana= 1008 ng/mL, 1Q25= 928,90 ng/mL,
IQ75= 1124 ng/mL. Controle n= 17 e Dieta de Cafeteria n=19. Teste de Mann-Whitney. P= 0,07. (B)
Concentragdo sérica de leptina no dia da abertura vaginal. Os valores sdo média e as barras
verticais sdo erro padrao da média. Controle n=18 e Dieta de Cafeteria n=19. Teste t Student. *P=
0,04.

6.7 CORRELACAO ENTRE A CONCENTRACAO SERICA DE LEPTINA E O DIA DA
ABERTURA VAGINAL

As andlises dos dados de concentracdo de leptina e o dia da abertura vaginal
identificaram auséncia de correlacéo entre a concentracado sérica de leptina e o dia
da abertura vaginal no grupo Controle, rs = .04, P= 0,86 (Fig. 17. A). Contudo, houve
correlacdo significativa entre a concentracdo sérica de leptina e o dia da abertura
vaginal no grupo Dieta de Cafeteria, rs = .51, P= 0,02 (Fig. 17. B). A analise dos
dados agrupados néo identificou correlacéo significativa entre a concentracao sérica

de leptina e o dia da abertura vaginal, rs = .17, P= 0,31 (Fig. 17. C).
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Fig. 17. Correlagdo entre a concentracdo sérica de leptina e a abertura vaginal. (A) Correlagéo entre
concentracdo sérica de leptina e o dia da abertura vaginal no grupo Controle (n= 18). (B) Correlacéo
entre concentragdo sérica de leptina e o dia da abertura vaginal no grupo Dieta de Cafeteria (n=19).
(C) Correlagé@o entre concentragcdo sérica de leptina e o dia da abertura vaginal (n=37). Teste de
correlagdo de Spearman (rs).

6.8 CORRELACAO ENTRE O PESO DO TECIDO ADIPOSO INTRA-ABDOMINAL E
A CONCENTRAGCAO SERICA DE LEPTINA NO DIA DA ABERTURA VAGINAL

A andlise dos dados por grupos nao identificou correlacdo entre o peso do
tecido adiposo intra-abdominal e a concentracédo sérica de leptina no dia da abertura
vaginal no grupo Controle, r = .38, P= 0,11 (Fig. 18. A). Contudo, houve correlacéo

significativa entre o peso do tecido adiposo intra-abdominal e a concentracdo sérica
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de leptina no dia da abertura vaginal no grupo Dieta de Cafeteria, r = .69, P= 0,001
(Fig. 18. B). A analise dos dados agrupados identificou correlacéo significativa entre
0 peso do tecido adiposo intra-abdominal e a concentracao sérica de leptina no dia
da abertura vaginal, r = .67, P< 0,001 (Fig. 18. C).
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Fig. 18. Correlacéo entre o tecido adiposo intra-abdominal e a concentracdo sérica de leptina no dia
da abertura vaginal. (A) Correlacdo entre o peso do tecido adiposo intra-abdominal e a concentracéo
sérica de leptina no dia da abertura vaginal no grupo Controle (n= 18). (B) Correlacéo entre 0 peso
do tecido adiposo intra-abdominal e a concentracdo sérica de leptina no dia da abertura vaginal no
grupo Dieta de Cafeteria (n=19). (C) Correlagéo entre o peso do tecido adiposo intra-abdominal e a
concentracdo sérica de leptina no dia da abertura vaginal (n=37). Teste de correlacdo de Pearson

().
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6.9 EXPRESSAO DOS GENES Gnrhl, Kiss1, Kissir E Lepr EM AMOSTRAS DE
ENCEFALO NO DIA DA ABERTURA VAGINAL

A partir dos encéfalos dissecados na tarde do dia da abertura vaginal,
procedeu-se as andlises de expressado dos genes Gnrhl, Kissl, Kisslr e Lepr pelo
método de PCR. Os resultados de gPCR revelaram que a expressdo de
Gnrh1/Actb mRNA, Kiss1l/Actb mRNA e Kisslr/Actb mRNA foi semelhante entre os
grupos (Fig. 19. A, P= 0,22, Fig. 19. B, P= 0,06 e Fig. 19. C, P= 0,37,
respectivamente) no dia da abertura vaginal. A expressao de Lepr/Actb mRNA foi
significativamente maior no grupo Dieta de Cafeteria em relacdo ao grupo Controle
no dia da abertura vaginal Fig.19. D, P=0,04).
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Fig.19. Expressao de genes do sistema kisspeptina e do gene Gnrhl. (A) Expressdo do gene Gnrhl em
amostra de encéfalo de ratas no dia da abertura vaginal. O valor das medianas esta representado pela
barra horizontal dentro do box plot e os intervalos quartilicos 25 e 75 pelo limite inferior e superior,
respectivamente, do box plot. Controle n= 16 e Cafeteria n=14. Teste de Mann-Whitney. (B) Expresséo do
gene Kissl em amostra de encéfalo de ratas no dia da abertura vaginal. O valor das medianas esta
representado pela barra horizontal dentro do box plot e os intervalos quartilicos 25 e 75 pelo limite inferior
e superior, respectivamente, do box plot. Controle n= 16 e Dieta de Cafeteria n=14. Teste de Mann-
Whitney. (C) Expressdo do gene Kisslr em amostra de encéfalo de ratas no dia da abertura vaginal. O
valor das medianas esta representado pela barra horizontal dentro do box plot e os intervalos quartilicos
25 e 75 pelo limite inferior e superior, respectivamente, do box plot. Optou-se pela representacdo grafica
em mediana e intervalos quartilicos ao invés de média e erro padrao da média. Grupo Controle (n =16):
média= 1,87 + 0,36; Grupo Dieta de Cafeteria (n=14): média= 3,26 * 0,60. Teste t de Student. (D)
Expressao do gene Lepr em amostra de encéfalo de ratas no dia da abertura vaginal. O valor das
medianas esta representado pela barra horizontal dentro do box plot e os intervalos quartilicos 25 e 75
pelo limite inferior e superior, respectivamente, do box plot. Controle n=16 e Dieta de Cafeteria n=14.
Teste de Mann-Whitney. *P= 0,04.



63

6.10 ANALISE DA CORRELACAO ENTRE COMPONENTES DO EIXO
HIPOTALAMO-HIPOFISE NA ABERTURA VAGINAL

6.10.1 Correlacao entre a expressao do gene Gnrhl e a Abertura Vaginal

A andlise de correlagdo por grupo nao identificou correlacdo entre a
expressdo do gene Gnrhl e o dia da abertura vaginal no grupo Controle, rs = .39, P=
0,16 (Fig. 20. A) e no grupo Dieta de Cafeteria, rs = .22, P= 0,43 (Fig. 20. B).
Também n&o houve correlacdo quando os dados foram analisados em conjunto, rs =
.17, P= 0,35 (Fig. 20. C).
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Fig. 20. Correlacao entre a expressdo de Gnrhl mRNA e a abertura vaginal. (A) Correlacdo entre a
expressdo do gene Gnrhl e o dia da abertura vaginal no grupo Controle (n= 16). (B) Correlacédo
entre a expressdo do gene Gnrhl e o dia da abertura vaginal no grupo Dieta de Cafeteria (n= 14).

(C) Correlagéo entre a expressao do gene Gnrhl e o dia da abertura vaginal (n= 30). Teste de
correlagédo de Spearman (rs).
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6.10.2 Correlacéo entre a expressédo do gene Gnrhl e a concentragdo sérica de

Hormonio Luteinizante (LH) no dia da Abertura Vaginal

A analise por grupo identificou correlagdo significativa entre a expressédo do
gene Gnrhl e a concentracdo sérica de LH no dia da abertura vaginal no grupo
controle, rs = .76, P= 0,003 (Fig. 21. A). Contudo, ndo houve correlacdo significativa
entre a expressao do gene Gnrhl e a concentracao sérica de LH no dia da abertura
vaginal no grupo dieta de cafeteria, rs = .05, P= 0,87 (Fig. 21. B). Houve correlacao
significativa entre a expresséo do gene Gnrhl e a concentracéo sérica de LH no dia
da abertura vaginal, rs = .45, P= 0,02 (Fig. 21. C).
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Fig. 21. Correlacdo entre a expressdao de Gnrhl mRNA e LH no dia da abertura vaginal. (A)
Correlacé@o entre a expressdo do gene Gnrhl e a concentracdo seérica de LH no dia da abertura
vaginal no grupo Controle (n= 13). (B) Correlagdo entre a expressdo do gene Gnrhl e a
concentracdo sérica de LH no dia da abertura vaginal no grupo Dieta de Cafeteria (n= 12). (C)
Correlacé@o entre a expressdo do gene Gnrhl e a concentracdo seérica de LH no dia da abertura
vaginal (n= 25). Teste de correlacao de Spearman (rs).
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6.11 ANALISE DA ASSOCIACAO ENTRE FATOR PERIFERICO E A EXPRESSAO
DE Gnrhl mRNA NA ABERTURA VAGINAL

6.11.1 Correlacado entre a concentragdo sérica de IGF-1 e a expressao do gene
Gnrh1l no dia da Abertura Vaginal

A andlise dos dados ndo identificou correlacdo significativa entre a
concentracdo sérica de IGF-1 e a expressdo do gene Gnrhrl no dia da abertura
vaginal no grupo Controle, rs = -.15, P= 0,58 (Fig. 22. A) e no grupo Dieta de
Cafeteria, rs = .25, P= 0,41 (Fig. 22. B). A analise dos resultados agrupados também
nao identificou correlacdo significativa entre a concentracdo sérica de IGF-1 e a
expressdo do gene Gnrhrl no dia da abertura vaginal, rs = -.14, P= 0,49 (Fig. 22. C).
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Fig. 22. Correlacéo entre IGF-1 e a expressdao de Gnrhl mRNA. (A) Correlagdo entre a concentracdo
sérica de IGF-1 e a expressao do gene Gnrhrl no dia da abertura vaginal no grupo Controle (n= 15).
(B) Correlagéo entre a concentragdo sérica de IGF-1 e a expressao do gene Gnrhrl no dia da abertura
vaginal no grupo Dieta de Cafeteria (n=13). (C) Correlacéo entre a concentragéo sérica de IGF-1 e a
expressdo do gene Gnrhrl no dia da abertura vaginal (n=28). Teste de correlagcdo de Spearman (rs).
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6.12 ANALISE DA ASSOCIACAO ENTRE FATOR CENTRAL E A EXPRESSAO DE
Gnrhl mRNA NA ABERTURA VAGINAL

6.12.1 Correlagéo entre a expressdo do gene Kissl e o gene Gnrhl no dia da
Abertura Vaginal

A andlise por grupos revelou correlacdo significativa entre a expressao do
gene Kissl e o gene Gnrhl no dia da abertura vaginal no grupo Controle, rs = .88,
P< 0,001 (Fig. 23. A) e no grupo Dieta de Cafeteria, rs = .78, P= 0,001 (Fig. 23. B).
Em andlise dos dados agrupados, os resultados também evidenciaram correlacao
significativa entre a expressdo do gene Kissl e gene Gnrhl no dia da abertura
vaginal, rs = .87, P< 0,001 (Fig. 23. C).
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Fig. 23. Correlagéo entre Kissl mRNA e Gnrhl mRNA. A) Correlac@o entre a expressdo do gene
Kiss1l e 0 gene Gnrhl no dia da abertura vaginal no grupo Controle (n= 16). (B) Correlacéo entre a
expressao do gene Kissl e o gene Gnrhl no dia da abertura vaginal no grupo Dieta de Cafeteria (n=
14). (C) Correlagdo entre a expressao do gene Kissl e gene Gnrhl no dia da abertura vaginal (n=
30). Teste de correlacdo de Spearman (rs).
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6.13 ANALISE DA ASSOCIACAO ENTRE COMPONENTES DO SISTEMA
KISSPEPTINA E A ABERTURA VAGINAL

6.13.1 Correlacao entre a expresséao do gene Kissl e a Abertura Vaginal

A anédlise por grupos nao revelou correlacéo significativa entre a expresséo do
gene Kissl e o dia da abertura vaginal no grupo Controle, rs = .30, P= 0,24 (Fig. 24.
A) e no grupo Dieta de Cafeteria, rs = .48, P= 0,07 (Fig. 24. B). Da mesma maneira,
a andlise com dados agrupados ndo demonstrou correlacdo significativa entre a
expressado do gene Kissl e o dia da abertura vaginal, rs = .24, P= 0,19 (Fig. 24. C).
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Fig. 24. Correlac@o entre Kissl mRNA e a abertura vaginal. (A) Correlacdo entre a expressao do
gene Kissl e o dia da abertura vaginal no grupo Controle (n= 16). (B) Correlacdo entre a expressao
do gene Kissl e o dia da abertura vaginal no grupo Dieta de Cafeteria (n= 14). (C) Correlacédo entre
a expressdo do gene Kissl e o dia da abertura vaginal (n= 30). Teste de correlacdo de Spearman

(rs).
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6.13.2 Correlacao entre a expresséo do gene Kisslr e a Abertura Vaginal

Os resultados néo evidenciaram correlagéo significativa entre a expressao do
gene Kisslr e o dia da abertura vaginal no grupo Controle, rs = -.04, P= 0,88 (Fig. 25.
A) e no grupo Dieta de Cafeteria, rs = .34, P= 0,22 (Fig. 25. B). A andlise por grupos
nao revelou correlacéo significativa entre a expressao do gene Kisslr e o dia da
abertura vaginal, rs = .10, P= 0,59 (Fig. 25. C).
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Fig. 25. Correlagédo entre Kisslr mRNA e Abertura vaginal. (A) Correlacdo entre a expressédo do
gene Kisslr e o dia da abertura vaginal no grupo Controle (n= 16). (B) Correlacéo entre a expressao
do gene Kisslr e o dia da abertura vaginal no grupo Dieta de Cafeteria (n= 14). (C) Correlacédo entre
a expressao do gene Kisslr e o dia da abertura vaginal (n= 30). Teste de correlagdo de Spearman

(rs).
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6.14 ANALISE DA ASSOCIACAO ENTRE FATORES PERIFERICOS E A
EXPRESSAO DE Kiss1 mRNA e Kiss1r mRNA NA ABERTURA VAGINAL

6.14.1 Correlagdo entre a concentracao sérica de leptina e a expressao do gene
Kissl no dia da Abertura Vaginal

A analise de correlacdo ndo identificou correlacdo significativa entre a
concentracdo sérica de leptina e a expressao do gene Kissl no dia da abertura
vaginal no grupo Controle, rs = .06, P= 0,82 (Fig. 26. A) e no grupo Dieta de
Cafeteria, rs = .13, P= 0,65 (Fig. 26. B). Da mesma maneira, a analise dos dados
agrupados ndo demonstrou correlacéo significativa entre a concentracdo seérica de
leptina e a expresséo do gene Kissl, rs = .34, P= 0,07 (Fig. 26. C).
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Fig. 26. Correlacdo entre a concentracdo sérica de leptina e Kissl mRNA. (A) Correlagdo entre a

concentracdo sérica de leptina e a expressdo do gene Kissl no dia da abertura vaginal no grupo
Controle (n= 15). (B) Correlagéo entre a concentragdo sérica de leptina e a expresséo do gene Kissl
no dia da abertura vaginal no grupo Dieta de Cafeteria (n=14). (C) Correlac@o entre a concentracdo

sérica de leptina e a expressao do gene Kissl no dia da abertura vaginal (n=29). Teste de correlagao
de Spearman (rs).
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6.14.2 Correlacdo entre a concentragcdo sérica de IGF-1 e a expressédo do gene
Kissl no dia da Abertura Vaginal

A analise realizada ndo identificou correlacdo significativa entre a
concentracdo sérica de IGF-1 e a expressdo do gene Kissl no dia da abertura
vaginal no grupo Controle, rs =.04, P= 0,89 (Fig. 27. A) e no grupo Dieta de
Cafeteria, rs = .43, P= 0,13 (Fig. 27. B). Os mesmos resultados foram obtidos
guando analisados em grupo, pois ndo houve correlacdo significativa entre a
concentracdo sérica de IGF-1 e a expressdo do gene Kissl no dia da abertura
vaginal, rs = -.04, P= 0,84 (Fig. 27. C).
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Fig. 27. Correlagdo entre IGF-1 e a expressao de Kissl mRNA. (A) Correlagéo entre a concentragao
sérica de IGF-1 e a expressao do gene Kissl no dia da abertura vaginal no grupo Controle (n= 15).
(B) Correlacdo entre a concentragdo seérica de IGF-1 e a expressdo do gene Kissl no dia da
abertura vaginal no grupo Dieta de Cafeteria (n=13). (C) Correlacdo entre a concentragdo sérica de

IGF-1 e a expressdo do gene Kissl no dia da abertura vaginal (n=28). Teste de correlacéo de
Spearman (rs).
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6.14.3 Correlacdo entre a concentracdo sérica de 17B-estradiol (E2) e a
expressao do gene Kiss1 no dia da Abertura Vaginal

A andlise ndo identificou correlagcéo significativa entre a concentracao sérica
de E2 e a expressao do gene Kissl no dia da abertura vaginal no grupo Controle, rs
= .11, P= 0,69 (Fig. 28. A) e no grupo Dieta de Cafeteria rs = -.38, P= 0,20 (Fig. 28.
B). A analise de dados agrupados também ndo identificou correlacéo significativa
entre a concentracdo sérica de E2 e a expressdo do gene Kissl no dia da abertura
vaginal, rs = .01, P= 0,97 (Fig. 28. C).
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Fig. 28. Correlacdo entra a concentracdo sérica de E2 e a expressdo de Kissl mRNA. (A)
Correlac@o entre a concentrac@o sérica de E2 e a expressdo do gene Kissl no dia da abertura
vaginal no grupo Controle (n= 14). (B) Correla¢@o entre a concentracéo sérica de E2 e a expressao
do gene Kissl no dia da abertura vaginal no grupo Dieta de Cafeteria (n=13). (C) Correlacéo entre a
concentracdo sérica de E2 e a expresséo do gene Kissl no dia da abertura vagina (n=27). Teste de
correlagédo de Spearman (rs).
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6.14.4 Correlagdo entre a concentracao sérica de leptina e a expressao do gene
Kiss1r no dia da Abertura Vaginal

A andlise realizada por grupo nao identificou correlacao significativa entre a
concentracdo sérica de leptina e a expressao do gene Kisslr no dia da abertura
vaginal no grupo Controle, rs = .05, P= 0,87 (Fig. 29. A) e no grupo Dieta de
Cafeteria, rs = .39, P= 0,16 (Fig. 29. B). A andlise dos resultados demonstrou
auséncia de correlacdo significativa entre a concentracdo sérica de leptina e a
expressdo do gene Kisslr no dia da abertura vaginal quando os dados foram
agrupados, rs = .33, P=0,08 (Fig. 29. C).
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Fig. 29. Correlacdo entre a concentracdo de leptina e Kisslr mRNA. (A) Correlacdo entre a
concentracdo sérica de leptina e a expressdo do gene Kisslr no dia da abertura vaginal no grupo
Controle (n= 15). (B) Correlacdo entre a concentracdo sérica de leptina e a expressdo do gene
Kisslr no dia da abertura vaginal no grupo Dieta de Cafeteria (n=14). (C) Correlagdo entre a

concentracdo sérica de leptina e a expressdo do gene Kisslr no dia da abertura vaginal (n=29).
Teste de correlagdo de Spearman (rs).
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6.15 ANALISE DE ASSOCIACAO ENTRE A SINALIZACAO DAS RESERVAS DE
ENERGIA E A EXPRESSAO DE Lepr mRNA NO DIA DA ABERTURA VAGINAL

6.15.1 Correlagcdo entre a concentracao sérica de leptina e a expressao do gene
Lepr no dia da Abertura Vaginal

A andlise realizada por grupo ndo identificou correlacao significativa entre a
concentracdo sérica de leptina e a expressao do gene Lepr no dia da abertura
vaginal no grupo Controle, r = .26, P= 0,34 (Fig. 30. A) e no grupo Dieta de
Cafeteria, r = -.03, P= 0,92 (Fig. 30. B). A analise dos resultados demonstrou
auséncia de correlacdo significativa entre a concentracdo seérica de leptina e a
expressao do gene Lepr no dia da abertura vaginal, r = .16, P= 0,42 (Fig. 30. C).
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Fig. 30. (A) Correlagéo entre a concentracdo sérica de leptina e a expressao do gene Lepr no dia da

abertura vaginal no grupo Controle (n= 15). (B) Correlag&o entre a concentracao sérica de leptina e a
expressdo do gene Lepr no dia da abertura vaginal no grupo Dieta de Cafeteria (n=14). (C)
Correlacé@o entre a concentrac@o sérica de leptina e a expressao do gene Lepr no dia da abertura
vaginal (n=29). Teste de correlagédo de Pearson (r).
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7 DISCUSSAO

O estado de nutricdo exerce efeito importante sobre o processo de maturacéo
sexual do organismo (CASTELLANO et al.,, 2011; LI et al., 2012; SAGAE et al.,
2013; SANCHEZ-GARRIDO et al., 2013; SMITH; SPENCER, 2012; TERASAWA et
al., 2012), embora os mecanismos sejam pouco compreendidos. Assim, 0 presente
estudo investigou o efeito de uma dieta palatavel com alimentos ricos em energia
consumidos por humanos sobre a ingestao alimentar e inicio da puberdade em ratos
fémeas e a possivel alteracdo de fatores metabdlicos e centrais envolvidos com a
maturacao sexual. Os principais resultados revelaram que a Dieta de Cafeteria no
periodo peripubertal altera o padréo de ingestdo alimentar, promovendo reducéao da
ingestdo de racdo padrdo, carboidratos e proteina e aumento da ingestdo de
lipideos, levando ao aumento da ingestdo de energia. O padrdo de ingestao
alimentar estabelecido no periodo peripubertal pela Dieta de Cafeteria acelerou o
processo de maturacdo sexual, culminado no adiantamento da instalacdo da
puberdade e no desenvolvimento dos ovarios. Contudo, ndo houve alteracdo em
relacdo ao desenvolvimento corporal, como evidenciado pelos resultados de peso
corporal, ganho de peso e IGF-1. Por outro lado, o padrdo alimentar estabelecido
modulou a expansao do tecido adiposo intra-abdominal e elevacédo da concentracao
de leptina, ambos correlacionados positivamente entre si e com a abertura vaginal
nos animais alimentados com Dieta de Cafeteria. Além disso, a alimentacdo com
elevado conteudo de energia modulou a expressdo da forma longa do receptor de
leptina, com o aumento da expressdo em regides envolvidas com a homeostase
energética e reproducdo. Contudo, o estado metabdlico de elevado conteludo de
energia ndo modulou a liberacdo de hormbnios do eixo hipotalamo-hipéfise gbnada,
como o hormdnio luteinizante e o 17(B-estradiol, assim como ndo modulou a
expressdo dos genes-chave envolvidos com a maturacdo sexual e instalacdo da

puberdade, como os genes Gnrhl, Kissl e Kisslr.

O conjunto de mudancas observadas pela introducdo da Dieta de Cafeteria
desde o desmame sobre a ingestédo de racdo padrdo e de nutrientes provavelmente
reflete a condicdo experimental utilizada. O aumento da ingestdo de energia

observada no presente estudo é confirmada por experimentos realizados em ratos
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machos e fémeas submetidos ao modelo de Dieta de Cafeteria no periodo pos-
desmame. No periodo pés-desmame ha aumento da ingestdo de energia no periodo
puberal em ratos machos (MUCELLINI et al., 2014) e no periodo peripuberal em
fémeas (SAGAE, 2010). A reducdo da ingestdo de carboidratos e proteinas
observada no presente estudo difere do observado em fémeas adultas expostas a
Dieta de Cafeteria e em fémeas na puberdade expostas a alimentacdo palatavel
desde o desmame, embora confirme o aumento da ingestdo de lipideos. Fémeas
adultas apresentam aumento da ingestdo de carboidratos e lipideos e menor
ingestado de proteinas na idade adulta (GOULARTE; FERREIRA; SANVITTO, 2012).
Por outro lado, algumas evidéncias demonstram que em fémeas durante a
puberdade (ap6s a abertura vaginal), a ingestdo de alimentos palataveis aumenta
apenas a ingestao de energia e de carboidratos (ONG; MUHLHAUSLER, 2014).

A elevada ingestédo de energia e lipideos observado nos animais submetidos a
Dieta de Cafeteria foi acompanhada pela aceleragdo da maturacdo sexual e o
adiantamento da abertura vaginal e desenvolvimento dos ovarios indicando um inicio
precoce da puberdade, embora sem alteracbes no peso do utero. O estado
nutricional € reconhecido como um elemento fundamental para o curso da
maturacao sexual e inicio da puberdade em fémeas, como observado em condic¢des
experimentais com reducdo ou aumento de acesso a alimentacdo em diferentes
fases do desenvolvimento. A reducdo da disponibilidade de alimentos para ratas
prenhas ao longo do periodo gestacional atrasa o inicio da puberdade nos filhotes
fémea (IWASA et al.,, 2010). Além disso, manipulacdes no periodo pés-natal que
reduzem o acesso a amamentacdo atrasam a instalacdo da puberdade, enquanto
gue manipulacdes experimentais para aumentar a oferta de alimentos adiantam o
inicio do processo puberal em fémeas (CASTELLANO et al., 2011; SMITH;
SPENCER, 2012). Em alguns modelos de obesidade, a puberdade € adiantada em
animais alimentados com racéo rica em lipideos (high-fat diet) (BOUKOUVALAS et
al., 2008; FRISCH, ROSE E.; HEGSTED; YOSHINAGA, 1975; LI et al.,, 2012),
enquanto outros ndo observaram adiantamento da puberdade relacionada com dieta
high fat (LIE; OVERGAARD; MIKKELSEN, 2013; RAMALEY, 1981). Parece que a
diferenca nos teores de lipideos em cada uma dessas dietas explica as divergéncias
encontradas. Embora seja dificil determinar qual o nutriente ingerido pelos animais

pode ter influenciado o adiantamento da abertura vaginal no presente estudo, 0s
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experimentos com dietas hiperlipidicas e a elevada ingestdo de lipideos observada
nos animais com Dieta de Cafeteria no presente estudo sugerem que os lipideos
possam ser um fator modulador da maturacdo sexual. Algumas evidéncias
demonstram que a ingestdo de lipideos no periodo peripuberal regula o inicio da
puberdade em fémeas de rato (LEIBOWITZ et al., 2009), sendo que o mecanismo
de acdo proposto € pela modulacdo de peptideos orexigénicos e de horménios
esteroides. Contudo, cabe determinar a influéncia direta dos lipideos sobre os
centros reguladores da instalagdo da puberdade.

O processo de maturacdo sexual é acompanhado pelo desenvolvimento
somatico e adiposidade corporal (VELDHUIS et al., 2005), onde ambos séo
influenciados pelo estado metabdlico. Embora a maior ingestdo de energia e
lipideos, o tratamento com Dieta de Cafeteria resultou em menor peso corporal no
dia da abertura vaginal e menor ganho de peso até o dia da abertura vaginal.
Contudo, o ganho de peso foi semelhante quando analisado em dias iguais no
periodo peripuberal e puberal inicial, sugerindo que as diferencas de peso corporal e
no ganho de peso corporal foram decorrentes do adiantamento em meédia de dois
dias na abertura vaginal das fémeas que receberam Dieta de Cafeteria, sugerindo
gue nao foi necessario atingir determinado peso para a abertura vaginal e inicio da
puberdade. Além disso, houve correlacéo positiva entre o peso corporal e o ganho
de peso corporal com o dia da abertura vaginal, sugerindo que os fatores
metabolicos envolvidos com o desenvolvimento somatico estavam sob regulacéo
fisioloégica no grupo Dieta de Cafeteria. Isso é reforcado pela auséncia de efeito da
Dieta de Cafeteria sobre a concentracdo sérica de IGF-1, que € modulador do
crescimento 0sseo e muscular (VELDHUIS et al., 2005). Contudo, esses resultados
contrariam estudos prévios onde o peso corporal € indicador mais importante para
predizer o inicio da puberdade em fémeas do que a idade do animal (CASTELLANO
et al., 2011; IWASA et al., 2010; KENNEDY; MITRA, 1963), sugerindo que outros
fatores presentes ao longo do desenvolvimento foram modulados pela Dieta de

Cafeteria poderiam ter influenciado a instalacdo da puberdade.

Estudos epidemiolégicos sugerem que diminuiu a idade de aparecimento de
sinais de puberdade em meninas nos ultimos anos (EULING et al., 2008; HERMAN-
GIDDENS et al., 1997), sendo que h& um risco aumentado para o surgimento de

sinais precoce de puberdade com o aumento da adiposidade corporal no periodo
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pré-pubere (ROSENFIELD; LIPTON; DRUM, 2009). Nesse sentido, além de
demonstrar um adiantamento da abertura vaginal, o presente estudo demonstrou
gque o tratamento com Dieta de Cafeteria no periodo peripuberal estimulou o
aumento do tecido adiposo intra-abdominal. Esses achados confirmam estudos
prévios, onde ha um aumento do tecido adiposo perigonadal e retroperitoneal no
inicio do periodo puberal (SAGAE, 2010). Além disso, houve correlacdo positiva da
adiposidade visceral com a instalagdo da puberdade em ambos 0s grupos,
sugerindo o tecido adiposo visceral como um sinalizador das reservas de energia e
possivel regulador da funcéo reprodutiva. Esse dados de correlacdo indicam que o
tecido adiposo intra-abdominal pode estar envolvido com a instalacdo da puberdade
e que a rapida expansdo do tecido adiposo nos animais tratados com Dieta de
Cafeteria sinalizou antecipadamente um nivel 6timo de reserva de energia para o
inicio da puberdade. O menor peso observado nas adrenais no grupo Dieta de
Cafeteria pode ser explicado pelo adiantamento do dia da abertura vaginal, uma vez
gue quando o peso das adrenais foi normalizado pelo peso corporal ndo houve
diferenca evidente. O desenvolvimento das adrenais parece sofrer influéncia de
dietas ricas em lipideos (BOUKOUVALAS et al., 2008) e estar envolvida com a
maturacdo sexual em ratas (PIGNATELLI et al.,, 2006), embora o presente
experimento ndo tenha conseguido identificar alteracdes nesse o6rgdo frente as

condicBes experimentais utilizadas.

O tecido adiposo € um Orgdo endocrino que sintetiza e libera proteinas
conhecidas como adipocinas e citocinas, que exercem acfes sobre diferentes
sistemas bioldgicos e que sdo importantes reguladores do metabolismo energético e
de processos inflamatérios (SCHERER, 2006). No que se refere aos aspectos
reprodutivos, o hormdnio leptina secretado pelos adipdcitos (MASUZAKI et al., 1995)
em proporcdo a quantidade de tecido adiposo (MAFFEI et al., 1995), € um
importante regulador da maturacéao sexual e fertilidade em fémeas (BARASH et al.,
1996), sendo um elo entre o estado energético do organismo e o inicio da
puberdade. No presente estudo, o dia da abertura vaginal foi marcado por aumento
da concentracdo de leptina nos animais que receberam a Dieta de Cafeteria. Além
disso, a elevacdo de leptina foi correlacionada com a adiposidade com o dia da
abertura vaginal somente nos animais com Dieta de Cafeteria, sugerindo a leptina

proveniente do tecido adiposo intra-abdominal como um sinal metabdlico dos
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estoques de energia para os elementos reguladores da instalacdo da puberdade.
Estudos farmacolégicos demonstram que a injecao intraperitoneal (i.p.) de leptina
adianta a abertura vaginal (AHIMA et al., 1997) e a maturagdo de 6rgdos do sistema
reprodutor como utero, ovéarios e ovidutos (CHEHAB et al., 1997), sugerindo um
mecanismo para explicar o aumento do peso dos ovarios no dia da abertura vaginal
no grupo deita de Cafeteria. Em animais submetidos a dieta hiperlipidica (high-fat
diet) a concentracdo de leptina aumenta gradativamente entre o periodo peripuberal
e puberal em fémeas (LI et al., 2012). Porém, evidéncias sugerem que a leptina é
um fator permissivo para a maturacdo sexual ao invés de ser o fator que deflagra a
puberdade (CHEUNG et al., 1997). Assim, é provavel que 0s animais no presente
estudo tenham desenvolvido um aumento gradual de tecido adiposo intra-abdominal
e de leptina. Dessa forma, a concentracdo elevada de leptina foi suficiente para
atingir o limiar necessario para sinalizar ao eixo H-H-G um estado adequado de
reservas de energia e permitir o curso normal do desenvolvimento puberal. Contudo,
devido ao desenho experimental néo foi possivel identificar o inicio do curso dessas

modificacoes.

A leptina sinaliza para o sistema nervoso central o estado de reservas de
energia do organismo pela ligacao a receptores de membrana Ob-Rb. O gene Lepr,
gue codifica a proteina Ob-Rb, possui elevada expressdo em neurénios localizados
em regides hipotalamicas envolvidas com a homeostase energética e reproducao,
incluindo neurdnios localizados nos nucleos arqueado, dorsomedial, dorsoventral e
pré-mamilar ventral (ELMQUIST et al., 1998). Estudos recentes de expressao
proteica confirmaram a localizacdo dos estudos de expressdo de mRNA para a
isoforma longa Ob-Rb, confirmando o hipotdlamo como local de elevada
concentracdo de neurbnios com receptores Ob-Rb (PATTERSON et al., 2011). Os
resultados do presente estudo revelaram aumento da expressao de Lepr mMRNA em
amostras de encéfalos contendo as regides mencionadas anteriormente no dia da
abertura vaginal frente a exposicdo a Dieta de Cafeteria. No entanto, a elevada
concentracdo de leptina sérica observada nos animais com Dieta de Cafeteria ndo
apresentou associacdo com o Lepr mRNA no presente estudo, sugerindo a
possibilidade de modulacdo por outros fatores nas condicbes estudadas. Em ratos
machos submetidos a high-fat diet por 12 (XU et al., 2008) e 8 semanas (LIU et al.,

2007), o nivel de Lepr mRNA no hipotalamo foi reduzido e a concentracdo de leptina
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foi elevada, enquanto outros trabalhos ndo observaram mudancgas na expressdo de
Lepr mMRNA mesmo com elevacgao da leptina em 8 semanas de estudo (PAGE et al.,
2009). Além disso, ratos machos mantidos em condi¢des com elevada oferta de
alimento no periodo juvenil desenvolvem aumento da concentracdo de leptina e
reducdo da expressao de Lepr mRNA no hipotalamo no periodo juvenil (ARCHER,;
RAYNER; MERCER, 2004), sugerindo que o estado metabdlico e possivelmente a
leptina exerca downregulation na expressao do receptor, que pode resultar em
resisténcia a leptina e obesidade. Por outro lado, estudo utilizando metodologia
semelhante n&o identificou mudanca na expressédo de Lepr mRNA na idade adulta,
sugerindo que a idade € um fator modulador da expressao do receptor de leptina
(LOPEZ et al., 2007). Assim, a elevacdo da expressdo do gene Lepr no presente
estudo pode ser o resultado da modulacéao por outros fatores metabolicos de origem
periférica ou por fatores de origem central.

Aléem da leptina, outros fatores periféricos parecem sinalizar o estado
metabolico (ROA et al., 2010) e de desenvolvimento do organismo para 0s centros
reguladores da funcédo reprodutiva para deflagrar o inicio do processo puberal. No
presente estudo, avaliou-se a concentracdo sérica de IGF-1 como um possivel
sinalizador do estado de desenvolvimento somatico para o eixo H-H-G no dia da
abertura vaginal, pois alguns estudos demonstram um adiantamento da instalacao
da puberdade em animais apds a injecdo intraperitoneal de IGF-1 no periodo
peripuberal (DIVALL et al., 2010). O resultado obtido no presente estudo néo revelou
aumento da concentracdo sérica de IGF-1 no dia da abertura vaginal em animais
submetidos a Dieta de Cafeteria. Contudo, fémeas de macaco rhesus submetidas a
alimentacéo hipercal6rica no periodo juvenil e peripuberal apresentam um aumento
evidente da concentracdo de IGF-1 no inicio do tratamento (TERASAWA et al.,
2012). Da mesma maneira, camundongos adultos em tratamento com high fat diet
também apresentam elevacdo na concentracdo de IGF-1 (MAH et al., 2014). Assim,
€ possivel que as condi¢cBes experimentais empregadas no presente estudo nao
tenham exercido efeito importante sobre a regulacdo da liberacédo de IGF-1 ao longo

do periodo peripuberal.

Para verificar a possivel modulacdo dos componentes do eixo H-H-G pelo
estado metabolico, o presente estudo analisou a concentracdo sérica dos horménios

LH e E2 na tarde da abertura vaginal. Embora as evidentes alteracbes do
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desenvolvimento do tecido adiposo e secrecdo de leptina, associados com o
adiantamento do processo puberal em virtude da alimentacdo com Dieta de
Cafeteria, 0 estado metabdlico resultante ndo produziu modifica¢cbes adicionais nas
concentracbes sericas de LH e de E2. Contudo, dados na literatura cientifica
suportam a hipétese da influéncia do estado metabdlico sobre a atividade dos
diferentes niveis do eixo H-H-G no periodo peripuberal. O balanco energético
negativo causado pelo jejum de 48 horas em fémeas de rato Wistar no periodo
peripuberal reduz a concentracdo de LH em relagdo a animais alimentados
(GARCIA-GALIANO et al., 2010). Da mesma forma, animais submetidos ao
protocolo de restricdo alimentar apresentam reducao das concentracdes de LH e de
E2 (CASTELLANO et al., 2005). Por outro lado, animais submetidos a alimentacéo
hiperlipidica (high-fat diet) desde o desmame (dia 21 pds-natal) apresentam
aumento da frequéncia dos pulsos de secrecdo de LH nos dias 28 e 32 pds-natal e
aumento da concentragdo serica de E2 nos dias 28, 32 e 36 pos-natal (LI et al.,
2012). Contudo, alguns trabalhos néo identificaram mudancas na concentragéo
sérica de LH e E2 no dia da abertura utilizando um modelo de high-fat diet (LIE;
OVERGAARD; MIKKELSEN, 2013). A divergéncia dos resultados obtidos no
presente estudo em relacdo a outros trabalhos pode ser explicada pela diferenca
nos desenhos experimentais utilizados, uma vez que as analises aqui realizadas
foram obtidas em amostras no dia da abertura vaginal, enquanto em outros
trabalhos as amostras foram obtidas ao longo do periodo puberal e anterior a
abertura vaginal. Assim, possiveis mudancas na concentracdo de LH e de E2
ocorridas no periodo peripuberal ndo foram identificadas. Além disso, os dados de
correlacdo ndo evidenciaram associacao entre a concentracdo de LH e E2 na tarde
do dia da abertura vaginal, o que seria esperado visto que o LH aumenta a liberagéo
de E2 em condicOes fisiologicas (URBANSKI; OJEDA, 1985a). Contudo, como a
secrecdo de LH da-se em pulsos (URBANSKI; OJEDA, 1985b), a analise em apenas
um momento pode ter sido insuficiente para identificar o fenbmeno, pois alguns

animais com baixa concentracdo de LH apresentaram elevada concentracdo de E2.

Do ponto de vista neuroenddcrino, a puberdade em fémeas inicia com a
ativacdo dos neurbnios que secretam GnRH (OJEDA; SKINNER, 2006), assim o
presente estudo optou por analisar a expressdo Gnrhl mRNA em amostras de

encéfalo contendo neurbnios que secretam GnRH no dia da abertura vaginal. Os
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resultados obtidos ndo evidenciaram modificagbes da expressdo de Gnrhl mRNA no
dia da abertura vaginal. Além disso, ndo houve associacdo entre a expressao de
Gnrh1l mRNA com a abertura vaginal, embora em condi¢gdes controle tenha ocorrido
correlacdo positiva entre a expressdo de Gnrhl mRNA e a concentragdo sérica de
LH, sugerindo modulacdo do peptideo GnRH sobre os gonadotrofos hipofisarios e
secrecdo de LH. As evidéncias cientificas em relacdo a modulacéo da expressédo de
Gnrhl mRNA decorrente do estado metabdlico sdo divergentes. Em estudo
realizado em macaco reshus, a inducé@o de balanco energético negativo por jejum de
48 horas nédo exerceu efeito adicional sobre a expressédo de Gnrhl1 mRNA (WAHAB
et al., 2011). Contudo, trabalhos utilizando técnicas de imunohistoquimica
demonstraram reducao da imunoreatividade para GnRH em hipotalamo de fémeas
de rato Wistar adultas sob jejum (KUMAR; KAUR, 2013). Assim, seria importante
determinar a modulacdo da formacdo do peptideo GnRH frente ao estado
metabodlico em animais alimentados com Dieta de Cafeteria. A auséncia de
associagao entre a concentracdo de LH e a expressao de Gnrhl mRNA no grupo
Dieta de Cafeteria pode refletir a dispersdo dos dados de trés animais, visto que ha
visualmente um padrdo de associacdo positiva entre essas variaveis. Assim, é
plausivel que as alteracdes metabdlicas produzidas pela Dieta de Cafeteria tenham
exercido efeito sobre os neurbnios que secretam GnRH, porém o desenho
experimental ou os métodos utilizados ndo foram adequados para identificar as
alteracoes. A ativacdo dos neurdnios que secretam GnRH no inicio do processo
puberal parece ser o resultado do predominio de estimulos excitatorios sobre
estimulos inibitorios exercido sobre os neurbnios que secretam GnRH (SISK;
FOSTER, 2004). O IGF-1 de origem periférica parece estimular os neurdnios que
secretam GnRH durante o inicio da puberdade, pois a inibicdo seletiva da expresséo
de receptores de IGF-1 (IGF1R) em neurbnios que secretam GnRH retarda a
abertura vaginal (DIVALL et al., 2010). Contudo, o presente estudo ndo identificou
uma correlacdo positiva entre a concentracdo de IGF-1 e a expressdo de Gnrhl
MRNA no dia da abertura vaginal em condi¢do controle, sugerindo que a expressao
de Gnrhl ndo apresenta padrdo de expressdao dependente de concentracdo sérica

de IGF-1 no dia da abertura vaginal.

Atualmente, ha grande interesse no estudo do sistema kisspeptina, composto

7

pelo neuropeptidio KiSS-1 e seu receptor KiSS1R, que é reconhecido como um
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elemento indispensavel para ativagcdo dos neurbnios que secretam GnRH e a
deflagracdo do processo puberal em fémeas (KIRILOV et al.,, 2013; NAVARRO et
al., 2004; SEMINARA et al.,, 2003). Dessa forma, o presente estudo procurou
identificar modula¢des do sistema kisspeptina pelo estado metabdlico no inicio do
processo puberal em fémeas. Embora os animais com Dieta de Cafeteria tenham
apresentado uma alteracdo do estado metabdlico, esse efeito ndo resultou em
modificagcdes do padrao de expressao de Kiss1 mRNA e de Kisslr mRNA no dia da
abertura vaginal, além de ndo haver correlacdo positiva da expressdo de Kissl
MRNA e de Kisslr com a instalacdo da puberdade. Esses dados confirmam
resultados prévios de outros grupos de pesquisa que demonstraram nao haver
modulacdo do estado metabdlico sobre o sistema kisspeptina no dia da instalacéo
da puberdade (LIE; OVERGAARD; MIKKELSEN, 2013; SMITH; SPENCER, 2012).
Contudo, outros trabalhos demonstram que o estado de nutricAo exerce efeitos
importantes sobre a expressdo génica dos componentes do sistema kisspeptina. Em
condicbes de restricdo alimentar, fémeas de rato Wistar possuem diminuicdo da
expressdo de Kissl mRNA e atraso na abertura vaginal, enquanto que fémeas
mantidas em condicbes com disponibilidade aumentada de alimento possuem
elevacdo da expressao de Kissl mRNA no periodo peripuberal e adiantamento da
abertura vaginal (CASTELLANO et al., 2011). Além disso, o tratamento com high fat
diet aumenta a expressdo de Kissl1 mRNA no periodo anterior a instalacdo da
puberdade (LI et al., 2012). Assim, os resultados do presente estudo sugerem que
as modificacdes necessarias para a maturacao ja foram atingidas nas condicfes
experimentais utilizadas e indicam que a analise de expressao realizada ao longo do
periodo peripuberal poderia ser mais precisa para identificar mudancas no sistema
kisspeptina. Por outro lado, a expressdo de Kissl mRNA foi associada com a
expressdo de Gnrhl mRNA em condi¢des controle, sugerindo que a modulacdo dos
neurdnios que secretam GnRH pela kisspeptina possa ter influenciado a abertura

vaginal.

A leptina € um fator periférico que sinaliza o estado metabdlico do organismo e
parece modular do sistema kisspeptidérgico. Contudo, o presente estudo, nédo
evidenciou associacdo entre a concentracdo seérica de leptina e a expressdo de
Kiss1 mRNA e Kisslr mRNA no dia da abertura vaginal em ambas as condicfes

experimentais, sugerindo que a leptina ndo atua como um fator determinante sobre o
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sistema kisspeptidérgico no dia da abertura vaginal. Embora evidéncias sugiram que
a leptina estimula a expresséo de Kiss1 mMRNA em modelos de deficiéncia de leptina
(SMITH et al., 2006), a inativacdo seletiva da expressao de receptores Ob-Rb de
leptina em neurdnios que secretam kisspeptina néo retarda a abertura vaginal e nao
causa prejuizo a fertilidade (DONATO et al., 2011), indicando que embora a leptina
seja importante para a maturacdo sexual em fémeas, sua agcédo seja mediada pela
ligacdo em receptores em outros grupos neuronais além dos neurbnios que
secretam kisspeptina. Além da leptina, o IGF-1 periférico parece ser um importante
regulador do sistema kisspeptina. Contudo, o presente estudo n&o evidenciou
associagao entre a concentracao de IGF-1 e a expressao de Kissl e Kisslr mRNA
nas condi¢cdes experimentais utilizadas. Alguns estudos demonstram que o IGF-1
administrado por via intracerebroventricular (i.c.v.) ou por via intraperitoneal no
periodo juvenil em fémeas de rato estimula a expressdo de Kissl mRNA em
amostras contendo a area periventricular anteroventral (AVPV) e nucleo arqueado
do hipotalamo (ARC) (HINEY et al., 2009). Embora seja um modulador da atividade
do sistema kisspeptidérgicos, o IGF-1 ndo parece ser um determinante da expressao
de Kiss1 mRNA no dia da instalacdo da puberdade. Da mesma forma, o E2 parece
ser um regulador positivo do sistema kisspeptina em condic¢des fisiologicas para o
curso da maturacdo sexual (CLARKSON et al., 2009). Porém, os dados observados
nos animais no presente estudo ndo demonstraram uma associacdo entre a
concentracdo de E2 e a expressdo de Kissl1 mRNA e Kisslr mRNA no dia da
abertura vaginal. O E2 exerce efeito positivo sobre a expressao do peptideo KiSS1
na regido AVPV, sendo que esse efeito ndo é observado no nucleo arqueado
(CLARKSON et al., 2009). No presente estudo, a expressdo de Kiss1 mRNA foi
analisada em amostra contendo a regido AVPV e o nucleo arqueado, impedindo
uma analise acurada da acdo do E2 em diferentes populacdes de neurdnios que
secretam kisspeptina. Assim, uma analise da expressdo em amostras de regides
especificas seria mais precisa em relacdo ao método utilizado no presente estudo.
Essa proposicéo é reforcada pelo aumento da expresséao de Kiss1 mRNA no nucleo
arqueado do hipotalamo no dia 28 pos-natal e na area pré-optica medial no dia 32
pos-natal em animais com acesso a high-fat diet (LI et al., 2012). Embora o estudo
anterior ndo tenha identificado diferenca em relacdo a expressdo de Kisslr mRNA
(LI et al., 2012) nos dias anteriores a abertura vaginal, a realizacdo de um

experimento com animais submetidos a dieta de Cafeteria para o estudo da



84

expressdo dos genes Kissl e Kisslr em dias anteriores a abertura vaginal
adicionaria informacgdes importantes sobre a evolugédo da expressédo dos genes que
compdem o sistema kisspeptina.
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8 CONCLUSAO

A exposicdo precoce a uma alimentacdo industrializada e de alta
palatabilidade alterou o padrédo de ingestdo alimentar resultando em elevada
ingestdo de lipideos e energia, o que foi acompanhado de adiantamento do
processo de maturacao sexual e instalacdo da puberdade. Essa alteracéo do padrao
de ingestéao foi acompanhada por obesidade intra-abdominal e aumento de leptina.
Aparentemente, a leptina foi um importante sinalizador das reservas de energia para
os reguladores centrais da instalagdo da puberdade. Em condi¢cdes controle, a
leptina parece exercer efeito permissivo sobre o curso do processo puberal,
enquanto no estado de aumento de reservas de energia, observado com o
tratamento com Dieta de Cafeteria, a leptina parece atuar como fator determinante
para o curso da puberdade. Contudo, os componentes do eixo hipotalamo-hipoéfise-
gbnada nao foram modulados pela estado metabdlico no dia da abertura vaginal.
Além disso, o IGF-1 de origem periférica também nao foi modulado pelo estado
metabolico nas condi¢cbes estudadas. A expressédo de genes-chave envolvidos com
a deflagracdo da puberdade como o Gnrhl, Kissl e Kisslr ndo foram afetada pelo
estado nutricional no presente estudo e, aparentemente, ndo sofreram modulacfes
de componentes do estado metabdlico como a leptina e o IGF-1. Futuros
experimentos serdo necessarios para determinar a influéncia dos lipideos da dieta e
da leptina secretada pelo tecido adiposo intra-abdominal sobre a modulacéo do eixo
hipotalamo-hipdéfise-gbnada e sistema kisspeptina durante o periodo peripuberal e 0

inicio da puberdade em animais tratados com Dieta de Cafeteria.
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Abstract

Puberty starts with the activation of gonadotrophin-releasing hormone neurons.
Nutritional status regulates sexual maturation, and studies in humans and animals
have supported the notion that obesity can advance puberty onset. Leptin released
by adipose tissue signals the body energy storages to brain areas involved in
reproduction through Ob-Rb receptor. The Leptin influence on puberty onset is
believed to be mediated by action on GnRH neurons and kisspetin system. Thus, the
study analyzed the influence of Cafeteria Diet on food intake and development of
obesity on puberty onset in female rats. Indeed, the study sought to analyze the
modulation of the hypothalalamic-pituitary-gonadal axis and kispeptin system by
obesity. The results have shown higher energy and fat intake and early vaginal
opening in Cafeteria Diet group. The ovarian weight was increased by the Cafeteria
Diet, although the weight of the uterus and adrenals and serum LH e E2 have not
changed. Cafeteria Diet rats demonstrated lower body weight, but increased intra-
abdominal adipose tissue and high Leptin levels and Lepr mRNA expression.
However, there was no correlation between Leptin and Lepr mRNA expression.
Cafeteria Diet has not changed the expression of Gnrhl, Kissl and Kisslr 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. Therefore, Leptin from intra-abdominal adipose tissue could be a
permissive factor for puberty onset under obesity conditions, but not modulate

hypothalamic-hypophysis-gonadal axis on the day of vaginal opening.
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Introduction

Puberty is a period of transition from childhood to adulthood in which fertility is
achieved and the end point of this transition is the reproductive capacity (Grumbach
2002). In girls, early sexual maturation signs are the appearance of pubic hair under
the regulation of adrenal androgens, breast development and menarche, both
regulated by the action of Estradiol-17beta (E2). In the female rat, the vaginal
opening signals a progression of sexual maturation and the beginning of puberty

(Ojeda & Skinner 2006).

The control of sexual maturation is coordinated by the activation/reactivation of
neurons that secrete Gonadotropin-Releasing Hormone (GnRH). Activation of GnRH
neurons stimulates the synthesis and release of pituitary hormones Luteinizing
Hormone (LH) and Follicle-Stimulating Hormone (FSH), which exerts a stimulating
action on the ovary for production of gametes and (E2) (Sisk & Foster 2004; Ojeda &
Skinner 2006). The increased pulsatile release of GnRH at the end of the
peripubertal period modulates the release of LH required for maturation of ovarian
follicles and overproduction of E2, resulting in increased release of LH and the first

ovulation (Amstalden et al. 2011).

The pattern of GnRH release observed at the beginning of puberty appears to be the
result of the predominance of excitatory input over inhibitory stimuli on GnRH
neurons (Sisk & Foster 2004). A system that has emerged in recent years as a
regulatory element essential for the trigger for the onset of puberty was the
neurotransmitter Kisspeptin (KISS1) (Navarro et al. 2004a, b) and its receptor GPR54
(KISS1R) (Seminara et al. 2003). This was demonstrated by experiments that

identified the projections of KISS1 neurons to GnRH neurons and activation of GhnRH
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neurons (Han et al. 2005; Kauffman et al. 2007; Caraty & Franceschini 2008). In
addition, much of the population of GnRH neurons express KISS1R mRNA and are
intensely activated by KISS1, stimulating the release of GnRH (Irwig et al. 2004;
Matsui et al. 2004; Han et al. 2005). The importance of KISS1 signaling on GnRH
neurons becomes evident from recent experiments showing that the onset of puberty
and fertility in females is the result of KISS1 signaling on KISS1R located in GnRH

neurons (Kirilov et al. 2013) .

Nutritional status is an important regulator of reproductive function and sexual
maturation. Food restriction conditions in neonatal (Castellano et al. 2011) and
peripubertal period (Sanchez-Garrido et al. 2013) delay the onset of puberty in
female rats and reduce serum LH (Castellano et al. 2005; Garcia-Galiano et al. 2010)
and E2 (Castellano et al. 2005). In addition, females have advanced vaginal opening
when subjected to experimental conditions with increased availability of food in
postnatal period (Smith & Spencer 2012). Some evidences suggest that lipid intake
in peripubertal period may act on orexigenic peptides system and steroids to regulate
puberty onset in female rats (Leibowitz et al. 2009). Furthermore, the nutritional
status also influences the Insulin-like Growth Factor-1 (IGF1) levels, which is an
important mediator of bone and muscle growth (Veldhuis et al. 2005) and sexual
maturation. State of nutritional deficit reduces the concentration of IGF1 (Keogh et al.
2015), while the high energy diet during the peripubertal period increases the
concentration of IGF1 in rhesus monkey (Terasawa et al. 2012). Indeed, circulating
IGF1 undergo a marked increase during sexual maturation, and the increase in IGF1
levels is greater when animals are subjected to a high energy diet (Terasawa et al.

2012).
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Some evidences suggest an early onset of puberty in girls (Herman-Giddens et al.
1997; Euling et al. 2008). This early onset has been associated with obesity
(Rosenfield et al. 2009), condition which is present in a number of girls in prepubertal
age (Ogden et al. 2012). Obesity appears to be the result of changes in energy
homeostasis with increase in energy intake and a reduction in energy expenditure
(Denis et al. 2014). Some evidence shows that rats with free access to Cafeteria Diet
model, which consists of food commonly consumed by humans and with high energy
density, have high adipose tissue in peripubertal period (Sagae et al. 2013). Although
there is disagreement on that, animals subjected to high fat diet have shown
advanced vaginal opening (Boukouvalas et al. 2008; Li et al. 2012) and increased
body fat percentage (Frisch et al. 1977), suggesting that the adipose tissue can be a

mediator of metabolic state on reproductive function and puberty onset.

The adipose tissue is an endocrine organ that synthesizes and releases proteins
known as adipokines and cytokines, which perform actions on different biological
systems and are important regulators of energy metabolism and inflammation
(Scherer 2006). The hormone Leptin is expressed in adipose tissue (Masuzaki et al.
1995) and it is present in the circulation in proportion to the amounts of adipose
tissue (Maffei et al. 1995). Leptin exerts important effects on the regulation of food
intake by signaling the state of energy reserves in the body (Takahashi & Cone 2005)
through Ob-Rb receptors, which are located in high levels in the hypothalamus
(Elmquist et al. 1998; Patterson et al. 2011), exerting important actions on the
regulation of energy homeostasis and reproduction. Leptin is an essential factor for
reproduction in females, as demonstrated in mice with genetic mutation that inhibits
the expression of the ob/ob gene which encodes Leptin where there is impairment of

sexual maturation and permanent infertility (Barash et al. 1996). Pharmacological
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studies demonstrate that intraperitoneal injection of Leptin advances vaginal opening
(Ahima et al. 1997) and maturation of the uterus, ovaries and oviducts (Chehab et al.
1997). However, evidence suggests that Leptin under physiological conditions is a
permissive factor for sexual maturation rather than being the triggering for the onset
of puberty (Cheung et al. 1997), even though its association in early puberty onset

and obesity demands further investigation.

Leptin and IGF1 exert regulatory actions on key components of sexual maturation
and puberty onset. Initially, it was thought that Leptin action was exerted directly on
GnRH neurons (Cunningham et al. 1999). However, recent experiments suggest that
GnRH neurons do not express Leptin receptors, indicating that its effect on sexual
maturation is carried out by indirect signaling on GnRH neurons (Quennell et al.
2009). Some evidence suggests that Leptin stimulates the expression of Kissl
MRNA in animal models of Leptin deficiency (Smith et al. 2006). However, it appears
that the signaling on the KiSS1 neurons for the installation of puberty is not critical in
physiological state (Donato et al. 2011), although this has not been clearly
demonstrated in obesity conditions. The peripheral IGF1 seems to stimulate GnRH
neurons during early puberty, as selective inhibition of IGF1 receptor (IGF1R)
expression in GnRH neurons delays the vaginal opening (Divall et al. 2010).
Moreover, intracerebroventricular injection on IGF1 in peripubertal period increases
in the expression of MRNA in Kissl AVPV and ARC, suggesting its participation in

sexual maturation process (Hiney et al. 2010).

Thus, this study aimed to evaluate the consequences of Cafeteria Diet model on
nutrients the intake and its consequences to the development of obesity and puberty
onset in female rats. Indeed, the study evaluate the modulation of on peripheral and

to central factors involved in puberty onset by nutritional status.
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Materials and methods

Animals and diets

Female Wistar rats (weaned at age of 21 days) were provided by the Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio (CREAL) of the Federal
University of Rio Grande do Sul (UFRGS). All animals were raised in standard litter of
equal proportion of males and females. At age of 21 days, the animals were
randomly assigned to Control group (n= 20) and Cafeteria Diet group (n= 20) and
weighted. Body weight at baseline was similar between groups (Control: 52.85 *
0.78, n= 20; Cafeteria Diet: 52.53 £ 0.90, n= 20; Student's t test, P> 0.05). All animals
were housed in plastic cages (four rats/cage) in a 12h light—dark cycle at 24—-26° C.
The Control group had ad libitum access to standard chow (Nuvilab CR-1, NUVITAL,
Brazil) and water, while Cafeteria Diet group had ad libitum access to chow and
water alongside a random selection of highly energetic and palatable human foods
(Sclafani & Springer 1976; Goularte et al. 2012). The foods included in the cafeteria
diet are described in Tab. 1. Foods were provided in excess to the rats according
food scheme A, B and C (Tab. 1) and changed daily to avoid receive the same food
scheme every day. The food intake in Control group and individuall food intake in the
Cafeteria Diet group was weighted between 09.00 and 10.00 hours daily. The data of
each food were summed to generate the total daily nutrient intake per cage. Thus,
each cage was considered as an animal during the analysis of nutrient intake. The
daily intake of energy, carbohydrates, fat and protein was calculated from the
information provided by the manufacturers (Table 1). Starting on postnatal day 21,

the animals were weighted between 09.00 and 10.00 hours daily. All procedures
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were approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA) of UFRGS (protocol

no 21392).

Puberty onset

The puberty onset in female rats was determined by the occurrence of the vaginal
opening (Navarro, VM et al., 2004; Ojeda SR et al., 1976). The external appearance
of the vagina was monitored daily from postnatal day 28 until the canalization of the
vagina, which was assigned as puberty onset (Ojeda et al. 1976; Navarro et al.
2004a). On the day of vaginal opening the rats were decapitated by guillotine

between 17.00 and 19.00 hours.

Blood sampling and tissue collection

On the day of vaginal opening, blood was collected into sterile clot activator and gel
separator tubes (Vacuette, Greiner Bio-One, Germany). The blood samples were
allowed to clot at room temperature for 30 minutes. The samples were centrifuged at
3000 g for 15 minutes. After centrifugation, the serum was separated in aliquots and
stored at -80° C until hormone assay was performed. Uterus, ovaries, adrenals and
retroperitoneal, perirenal, mesenteric and perigonadal adipose tissue were dissected
and weighted after decapitation. After decapitation, the brain was removed and
immediately frozen in Isopentane (Contemporary Quimica Ltda, SP, Brazil), cooled
by dry ice and wrapped in Parafiim M® (Bemis Company, Inc., WI, USA), and stored
at -80° C. On the day of dissection the brains were removed from the -80° C
temperature and kept on dry ice. Brain samples containing the Diagonal Band of
Broca, the pre-optic area and the arcuate nucleus of the hypothalamus were
removed using a rat brain matrix with 1mm coronal divisions (RBM-4000C, ASI

Instruments, Inc., MI, USA). All materials used were previously cleaned with 70%
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alcohol done in nuclease free water (Integrated DNA Technologies, Inc., MI, USA),
followed by solution for RNAses decontamination (RNaseZap® Solution Applied
Biosystems, Inc., USA) and washing with nuclease free water. The dissection of each
sample was followed by the aforementioned cleaning except for the 70% alcohol.
The rat brain matrix was chilled on ice and a 1-2 mm incision was made prior to the
optic chiasm and a 1-2 mm incision was made posteriorly to the mammillary bodies
(Burcelin et al. 2003; Quennell et al. 2011). The brain samples were weighted and
stored at -80° C until gene expression analysis. The weight (g) of brain samples was

similar between Control (65.81 + 3.25) and Cafeteria Diet group (61.81 * 3.22).

Hormone assays

Hormones were measured in sera by ELISA using commercial kits specific for rats.
Serum Estradiol-17beta (E2) was measured by ultra-sensitive estradiol ELISA kit
(ALPCO, NH, USA) with a detection sensitivity of <1,399 pg/mL. Serum Luteinizing
Hormone (LH) was measured by LH rat ELISA kit (USCN Life Science Inc., Hubei,
China) with a detection sensitivity of <0.21 mlU/mL. Serum Insulin-like Growth
Factor-1 (IGF1) was measured by IGF1 rat ELISA kit (ALPCO, NH, USA) with a
detection sensitivity of 0.029 ng/mL. Serum Leptin was measured by ELISA rat kit
(Millipore, MO, USA) with a detection sensitivity of of 0.08 ng/mL. In all samples,

hormone concentration was analyzed in duplicate and in a single assay.

RNA extraction, reverse transcription and real-time polymerase

chain reaction (qPCR) in brain samples

Total RNA was extracted from brain samples using Trizol Reagent (Life

Technologies, Corp., CA, USA) in accordance with manufacturer’s instructions. Total
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RNA was measured by fluorescence-based solution assay using Quant-iT™ RNA
reagents (Invitrogen Corp., OR, USA) and the fluorometer Qubit™ (Invitrogen Corp.,
OR, USA). After quantification, all samples were stored at -80° C. Reverse
transcription was performed using SuperScript® First-Strand system for RT-PCR
(Invitrogen, OR, USA) and oligo (dT) primers with 1 pg of total RNA. Real-time PCR
assay were performed by StepOnePLus system (Applied Biosystems, USA) and
Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, OR, EUA) to measure
expression of Gnrhl, Kissl, Kisslr and Lepr and Actb (beta-actin) genes. The
primers nucleotides sequences are described in Table 2 and were based on
previously published works (lwasa et al. 2010; Lie et al. 2013). Preliminary
experiments were undertaken to confirm product specificity by agarose gel
electrophoresis, melting curve and PCR cycle conditions. The PCR cycle conditions
for all reactions were as follows: holding stage at 50° C for 2 minutes and initial
denaturation at 95° C for 10 minutes, followed by 45 cycles of denaturation at 95° C
for 15 seconds and annealing and extension step at 60° C for 1 minute. The
guantification of gene expression was achieved from dilution curves for each gene
using a pool of samples. The values were normalized using the value of the Actb

MRNA expression as reference.

Statistical analyses

Data were analyzed for normal distribution and homogeneity of variance. Data with
normal distribution and homogeneity of variance were submitted to inferential
analysis through parametric Student t test, Welch’s t test or Factorial ANOVA
Repeated Measures. Data that have not met the requirements of normality and

homogeneity of variance were analyzed by non-parametric tests as Mann-Whitney or
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Mantel-Cox. For the verification of correlation between variables, we used the
Spearman’s or Pearson’s correlation tests. The values are presented as mean *
standard error of the mean (sewm), median and percentiles 25th and 75th or
Spearman’s correlation coefficient (rs) or Pearson’s correlation coefficient (r). The
vaginal opening data were presented by Kaplan-Meier survival curves as the
percentage of animals with vaginal opening on the postnatal day. The significance
level was set as P< 0.05. Data were analyzed by SPSS for Windows 18.0 Software
(SPSS, Inc., Chicago, IL) or GraphPad Prism for Windows 5.0 software (GraphPad

Software, San Diego, CA, USA).

Results

Food and nutrient intake through juvenile and peripubertal period

The food intake analyzes revealed a significant effect time of treatment on the chow
intake F (14, 98)= 23.91 (Fig. 1A). The same analysis demonstrated a significant
effect of treatment on chow intake F (1,98)= 167.90 (Fig. 1A). Finally, there was a
significant interaction between the time of treatment and the treatment on chow
intake F (14,98)= 9.46 (Fig.1A). Bonferroni post hoc test analysis showed that the
Cafeteria Diet group ate significantly less chow during peripubertal period compared
to Control group (Fig. 1A). Energy intake was significantly affected by time of
treatment F (14, 98)= 37.83 (Fig. 1B). The same analysis demonstrated a significant
effect of treatment on energy intake F (1,98)= 48.02 (Fig. 1B). Finally, there was a
significant interaction between the time of treatment and treatment on energy intake
F (14,98)= 4.54 (Fig. 1B). Bonferroni post hoc test analysis showed that total energy
intake in the Cafeteria Diet group was significantly higher compared to the Control

group on postnatal days 33 and 35 (Fig. 1B). Carbohydrate intake was significantly
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affected by time of treatment F (14,98)= 30.71 (Fig. 1C). The same test
demonstrated a significant effect of treatment on carbohydrate intake F (1,98)= 37.62
(Fig. 1C). Finally, there was a significant interaction between the time of treatment
and treatment on carbohydrate intake F (14,98)= 4.29 (Fig. 1C). Bonferroni post hoc
test showed that carbohydrate intake in the Cafeteria Diet group was significantly
lower than in the control group on postnatal days 28, 31, 32, 34 and 36 (Fig. 1C).
Protein intake was significantly affected by time of treatment F (14,98)= 51.70 (Fig.
1D). The same analysis demonstrated a significant effect of treatment on protein
intake F (1,98)= 39.74 (Fig. 1D). Finally, there was a significant interaction between
the time of treatment and treatment on protein intake F (14,98)= 5.61 (Fig. 1D).
Bonferroni post hoc test analysis showed that the protein intake in the Cafeteria Diet
group was significantly lower than in the Control group on days 24, 27, 29, 30, 33
and 34 postnatal (Fig. 1D). Fat intake was significantly affected by time of treatment
F (14,98)= 12.64 (Fig. 1E). The same test demonstrated a significant effect of
treatment on fat intake F (1,98)= 104.50 (Fig. 1E). Finally, there was a significant
interaction between the time of treatment and treatment on fat intake F (14,98)= 7.39
(Fig. 1E). Bonferroni’s post hoc test analysis showed that fat intake in the Cafeteria
Diet group was significantly higher when compared to the Control group during the

peripubertal period, except in the postnatal day 24 and 27 (Fig. 1E).

Puberty onset, ovary and uterus weight and serum LH and E2

To determine the puberty onset, the present study used the criterion of the vaginal
opening. The analysis of age of the vaginal opening revealed that the Cafeteria Diet
group had an advanced vaginal opening compared to the Control group (Fig. 2). On
the day of vaginal opening, uterus and ovaries weight were similar in both groups

(Tab. 3). However, the ovary weight related to body weight was significantly higher in
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Cafeteria Diet than in Control group (Tab. 3). The serum LH and E2 measured on the
evening of the day of vaginal opening was similar between groups (Tab. 3). There
was no significant correlation between LH and E2 in the Control Group (r = -.05) and

Cafeteria Diet group (r = -.11) in the evening of the day of vaginal opening.

Body weight, Adipose tissue and Adrenals weight at vaginal opening

On the day of vaginal opening, the Control group had significantly higher body weight
than the Cafeteria Diet group (Fig. 3A). The total body weight gain from weaning to
puberty onset was significantly lower in the Cafeteria Diet group when compared with
the Control group (Fig. 3B). Because the Cafeteria Diet group had advanced vaginal
opening, further analysis of weight gain were performed until postnatal day 33 and
35. There was no difference between groups at postnatal day 33 and 35 (Fig. 3C
and 3D). The weight of intra-abdominal adipose tissue was significantly higher in the
Cafeteria Diet group compared with the Control group (Fig. 3E) at the day of vaginal
opening. On this day, the adrenals weight was significantly lower in the Cafeteria
group compared to the control group (Fig. 3F). However, there was no difference
between groups when the adrenal weight was normalized by body weight (Fig. 3G).
There was a significant correlation between body weight and the age of vaginal
opening in the Control group (Fig. 4A) and Cafeteria Diet group (Fig. 4 B). The
pooled data also revealed significant correlation between body weight and the day of
vaginal opening (Fig. 4C). There was a significant correlation between body weight
gain from weaning and the day of vaginal opening in the Control group, (Fig. 5A) and
in the Cafeteria Diet group (Fig. 5B). Analyze Analysis with pooled data also resulted
in significant correlation between body weight gain from weaning and the day of
vaginal opening (Fig. 5C). Data analysis by group identified significant correlation

between intra-abdominal adipose tissue weight and the day of vaginal opening in the
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Control group (Fig. 6A) and Cafeteria Diet group (Fig. 6B). The pooled data
analysisze showed a significant correlation between intra-abdominal adipose tissue

weight and the day of vaginal opening (Fig. 6C).

Serum IGF1 and Leptin at puberty onset

The serum IGF-1 on the day of vaginal opening was similar between groups (Fig.
7A). On the vaginal opening, serum concentration of Leptin was significantly higher in
the Cafeteria Diet group compared with the Control group (Fig. 7B). There was no
correlation between the intra-abdominal adipose tissue weight and serum Leptin on
the day of vaginal opening in the Control group r = .38, P <0.05 (Fig. 8A). However,
there was a significant correlation between the intra-abdominal adipose tissue weight
and serum Leptin on the day of vaginal opening in the Cafeteria Diet group (Fig. 8B).
Pooled data analysis has shown a significant correlation between intra-abdominal
adipose tissue weight and serum Leptin on the day of vaginal opening (Fig. 8C). In
another set of correlation, serum Leptin was not correlated with the day of vaginal
opening in the Control group (Fig. 9A). However, there was a significant correlation
between serum Leptin and the day of vaginal opening in the Cafeteria Diet group
(Fig. 9B). Analysis of pooled data did not find significant correlation between serum

Leptin and the day of vaginal opening (Fig. 9C).

Gnrhl, Kiss1, Kisslr and Lepr gene expression at puberty onset

The expression of Gnrhl, Kiss1, Kisslr and mRNA was analyzed in brains dissected
on the afternoon of the day of vaginal opening. The expression of Gnrhl, Kissl and
Kisslr mRNA was similar in both groups on the referred day of vaginal opening (Fig.
10, A, B and C, respectively). However, Cafeteria Diet induced a significant increase

in Lepr mRNA expression on the day of vaginal opening (Fig. 10D). Correlation
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analysis has not found a significant correlation between serum Leptin and Lepr
MRNA on the day of vaginal opening neither in the Control group (r = .26, Pearson’s
correlation coefficient, P> 0.05) and in the Cafeteria Diet group (r = -.03, Pearson’s
correlation coefficient, P> 0.05) nor in the pooled data. However, there was a
significant correlation between the expression of Gnrhl mRNA and serum LH on the
day of vaginal opening in the Control group and when the pool data is considered
(Tab. 4), even though it was not found in the Cafeteria Diet group (Tab. 4). The
correlation analysis did not identify a significant correlation between the serum
concentration of IGF1 or Leptin and Gnrhrl mRNA expression on the day of vaginal
opening, neither in the Control and the Cafeteria Diet group nor in the pooled data
(Tab. 4). There was a significant correlation between the expression of Kiss1 mRNA
and Gnrhl mRNA on the day of vaginal opening of both groups (Tab. 4). Indeed,
there was no correlation between Kissl mRNA expression and the day of vaginal
opening in both groups and in the pool data (Tab. 5). The correlation analysis did not
find a significant correlation between serum Leptin and Kiss1 mRNA expression on
the day of vaginal opening in both groups and in all data (Tab. 5). As for Leptin, there
was no significant correlation between the serum IGF1 and Kiss1 mRNA expression
on the day of vaginal opening in both groups in the whole data (Tab. 5). Also, there
was no significant correlation between serum E2 and the expression of Kiss1 mRNA
on the day of vaginal opening in any group and in all data (Tab. 5). As seen for kissl
MRNA expression, there was no significant correlation between Kisslr mRNA and
the day of vaginal opening and no correlation between serum Leptin and Kisslr
MRNA expression on the day of vaginal opening neither in both groups nor in the

whole data (Tab. 6).
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DISCUSSION

The nutritional status has an important effect on the sexual maturation in females
(Castellano et al. 2011; Li et al. 2012; Smith & Spencer 2012; Terasawa et al. 2012;
Sagae et al. 2013; Sanchez-Garrido et al. 2013), although the mechanisms are
poorly understood. Thus, the present study investigated the effect of palatable foods
consumed by humans on food intake and on the onset of puberty in female rats,
besides the possible alteration of metabolic and central factors involved in the sexual
maturation. The main results revealed that the Cafeteria Diet in peripubertal period
alters the pattern of food intake, promoting reduction of chow intake, carbohydrates
and protein and increased intake of fat, leading to increased energy intake. The
pattern of food intake established in the peripubertal period by the Cafeteria Diet
accelerated the process of sexual maturation, resulting in advance of puberty onset
and development of ovaries. However, there was no change in relation to body
development, as evidenced by the results of body weight, weight gain and IGF1. On
the other hand, the diet pattern increased the intra-abdominal adipose tissue and
serum Leptin, both positively correlated with each other and with the vaginal opening
in the animals fed with Cafeteria Diet. Moreover, the metabolic modulates the
expression of the long form of the Leptin receptor, with increased expression in
regions involved in energy homeostasis and reproduction. However, the positive
energy balance has not modulated the release of hormones of the hypothalamus-
pituitary-gonadal axis, such as Luteinizing Hormone and Estradiol-17beta, and not
modulated the expression of key genes involved in sexual maturation and puberty

onset, as Gnrhl, Kissl and Kiss1r.

The set of changes observed by the introduction of Cafeteria Diet from weaning on

the chow and nutrient intake probably reflects the experimental conditions used.
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Increased energy intake observed in this study is confirmed by experiments on male
and female rats submitted to Cafeteria Diet model in the post-weaning period. In the
post-weaning period there is increased energy intake in pubertal (Mucellini et al.
2014) and peripubertal females rats (Sagae et al. 2013). The reduced intake of
carbohydrates and protein observed in the present study differs from that observed in
adult females exposed to Cafeteria Diet and females at puberty exposed to palatable
food since weaning, while confirming the increase of fat intake. Adult female rats
have an increased intake of carbohydrates and lipids and equal protein intake in
adulthood (Goularte et al. 2012). However, some evidence shows that in females rats
during puberty (after vaginal opening), intake of palatable food only increases energy

and carbohydrates intake (Ong & Muhlhausler 2014).

The high fat and energy intake observed in animals subjected to Cafeteria Diet was
accompanied by acceleration of sexual maturation and the advance of the vaginal
opening and development of the ovaries indicating an early onset of puberty,
although no change in weight of the uterus has been observed. Nutritional status is
recognized as a key element in the course of sexual maturation and early puberty in
females, as observed in experimental conditions with reduced or increased access to
food at different stages of development. The reduction of the availability of food for
pregnant rats throughout the gestational period delays the onset of puberty in female
offspring (lwasa et al. 2010). Furthermore, manipulations in the postnatal period
leading to poor access to breastfeeding delays the installation of puberty, while
experimental manipulations to increase the food supply advances the pubertal
process in females rats (Castellano et al. 2011; Smith & Spencer 2012). In some
models of obesity, early puberty has been seen in animals fed high-fat diet (Frisch et

al. 1975; Boukouvalas et al. 2008; Li et al. 2012), while others have not observed the
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advanced puberty onset related to high-fat diet on female rats (Ramaley 1981). It
seems that the difference in fat content in each of these diets explains the
discrepancies found. While it is difficult to determine which nutrient ingested by
animals may have influenced the advance of the vaginal opening in this study,
experiments with high-fat diet and the high fat intake observed in animals in the
current study suggest that the diet fat may be a modulator of sexual maturation.
Some evidence shows that fat intake in peripubertal period regulates the onset of
puberty in female rats (Leibowitz et al. 2009) by modulation of orexigenic peptides
and steroid hormones. However, it needs to be determined the direct influence of diet

fat on the regulatory centers of puberty onset.

The sexual maturation process is accompanied by somatic development and
adiposity (Veldhuis et al. 2005) and both are influenced by metabolic state. Despite
the high energy and fat intake, treatment with Cafeteria Diet resulted in lower body
weight on the day of vaginal opening and less body weight gain until the vaginal
opening. However, weight gain was similar when analyzed on the same day and in
peripubertal and initial pubertal period, suggesting that the differences in body weight
and body weight gain were due to the advance average of two days at the vaginal
opening of females who received Cafeteria Diet, suggesting that it was not required
to reach a certain weight for the vaginal opening and reach of early puberty. In
addition, there was a positive correlation between body weight and body weight gain
on the day of vaginal opening, suggesting that metabolic factors involved in somatic
development were on physiological regulation in the Cafeteria Diet group. This is
reinforced by the lack of effect of Cafeteria Diet on serum IGF1, which is a modulator
of bone and muscle growth (Veldhuis et al. 2005). However, these results contradict

previous studies in which body weight is a more important indicator to predict the
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onset of puberty in females than the age of the animal (Kennedy & Mitra 1963; Iwasa
et al. 2010; Castellano et al. 2011), suggesting that other factors present throughout
the development were modulated by the Cafeteria Diet and may have influenced the

installation of puberty.

Epidemiological studies suggest that there has been an early onset of puberty in girls
in recent years (Herman-Giddens et al. 1997; Euling et al. 2008), and there is an
increased risk of the appearance of early signs of puberty with increased adiposity
(Rosenfield et al. 2009). In this sense, besides showing an advance of the vaginal
opening, the present study demonstrated that treatment with the Cafeteria Diet in
peripubertal period stimulated the increase in intra-abdominal adipose tissue and
reduced the weight of the adrenals. These findings confirm previous studies, where
there is an increase in the perigonadal and perirenal adipose tissue on the day of
vaginal opening (Sagae et al. 2013). In addition, there was a positive correlation
between visceral adiposity and puberty onset in both groups, suggesting that the
visceral adipose tissue is a signal of energy storages and possible regulator of
reproductive function. This correlation in data indicates that intra-abdominal fat may
be involved with the onset of puberty, and that the rapid expansion of adipose tissue
in animals treated with the Cafeteria Diet has signaled an optimal level of energy
storage for the onset of puberty. The lowest adrenal weight observed in the Cafeteria
Diet group can be explained by the advanced day of vaginal opening, as when the
weight of the adrenals was normalized by body weight there was no obvious
difference. The development of the adrenal appears to be influenced by high-fat diet
(Boukouvalas et al. 2008) and be involved in sexual maturation in female rats
(Pignatelli et al. 2006), although the present experiment has failed to identify changes

in the adrenals in the experimental setting.
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Adipose tissue is an endocrine organ that synthesizes and releases proteins known
as adipokines and cytokines, which perform actions on different biological systems
and are important regulators of energy metabolism and inflammatory processes
(Scherer 2006). With respect to the reproductive aspects, the hormone Leptin
secreted by adipocytes (Masuzaki et al. 1995) in proportion to the amount of fat
(Maffei et al. 1995) is an important regulator of sexual maturation and fertility in
females (Barash et al. 1996) and a link between the energy status and the onset of
puberty. In this study, the day of vaginal opening was marked by an increase in
serum Leptin in the animals receiving Cafeteria Diet. Furthermore, elevation of Leptin
was correlated with adiposity and the day of vaginal opening only in animals with
Cafeteria Diet, suggesting Leptin from the intra-abdominal adipose tissue as a signal
of metabolic energy stores for central regulators of puberty onset. Pharmacological
studies demonstrate that intraperitoneal (ip) injection of Leptin advances the vaginal
opening (Ahima et al. 1997) and the maturation of the reproductive system organs
such as the uterus, ovaries and oviducts (Chehab et al. 1997), suggesting a
mechanism to explain the increased weight of ovaries on the vaginal opening lies in
the group of Cafeteria Diet. In animals subjected to high-fat diet the concentration of
Leptin gradually increased between peripubertal and pubertal females (Li et al.
2012). However, evidence suggests that Leptin is a permissive factor for sexual
maturation rather than the factor that triggers puberty (Cheung et al. 1997). Thus, it is
likely that the animals in this study have developed a gradual increase of intra-
abdominal adipose tissue and Leptin. Thus, the high concentration of Leptin was
enough to reach the threshold required to signal an adequate state of energy

reserves to the H-P-G axis and allow the normal course of pubertal development.
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However, due to the experimental design it was not possible to identify the start of

the course of these modifications.

Leptin signals the state of energy reserves of the body to the central nervous system
by binding the Ob-Rb membrane receptors. The Lepr gene that encodes the Ob-Rb
protein has high expression in neurons located in hypothalamic regions involved with
energy homeostasis and reproduction, including neurons located in the arcuate
nucleus, dorsomedial, dorsal-ventral and ventral premammillary nucleus (Elmquist et
al. 1998). Recent studies of protein expression confirmed the localization of mMRNA
expression studies for the long Ob-Rb isoform, confirming the hypothalamus with
high local concentration of neurons with Ob-Rb receptor (Patterson et al. 2011). The
results in the current study revealed increased Lepr mRNA expression in brain
samples containing the hypothalamic regions aforementioned on the day of vaginal
opening in rats under Cafeteria Diet. However, the high concentration of Leptin
observed in animals with this diet was not associated with Lepr mRNA in this study,
suggesting the possibility of modulation of other factors in the study conditions. In
rats subjected to high fat diet for 12 (Xu et al. 2008) and 8 weeks (Liu et al. 2007),
Lepr mRNA levels of in the hypothalamus was reduced and the concentration of
Leptin was increased, while other studies have not observed changes in expression
of Lepr mRNA even with elevation of Leptin in the 8-week study (Page et al. 2009). In
addition, male rats kept in conditions of high food supply in the juvenile period
develop increased concentration of Leptin and reduced Lepr mRNA expression in the
hypothalamus in this period, suggesting that the metabolic status and possibly Leptin
exert downregulation of Leptin receptor expression which can result in Leptin
resistance and obesity. On the other hand, the study using similar methodology

identified no change in the mRNA expression of Lepr in adulthood, suggesting that
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age is a modulator of Leptin receptor expression (Lépez et al. 2007). Thus, increased
expression of Lepr mRNA in the present study may be the result of modulation by

other metabolic factors with peripheral or central origin.

In addition to Leptin, other peripheral factors seem to signal the metabolic state (Roa
et al. 2010) and development of the body to the regulatory centers of reproductive
function to trigger the onset of pubertal process. In this study, we evaluated the
serum concentration of IGF1 as a possible signal of somatic development for HPG
axis on the day of vaginal opening, since some studies have shown an early puberty
onset in animals after intraperitoneal injection of IGF 1 in peripubertal period (Divall
et al. 2010). The result obtained in this study did not show increased serum
concentration of IGF1 on the day of vaginal opening in animals subjected to Cafeteria
Diet. However, female rhesus monkeys undergoing hypercaloric diet in the juvenile
and peripubertal period show a clear increase of IGF1 concentration (Terasawa et al.
2012). Similarly, treatment of adult mice with high-fat diet also shows an increase in
the concentration of IGF1 (Mah et al. 2014). Thus, it is possible that the experimental
conditions employed in this study have not played an important effect on the

regulation of IGF1 release over peripuberal period.

To check the possible modulation of components of the HPG by metabolic state, the
present study analyzed the serum concentration of LH and E2 hormones on the
afternoon of the vaginal opening. Although the obvious changes in adipose tissue
development and Leptin secretion associated with early puberty onset in Cafeteria
Diet rats, the resulting metabolic state produced no further changes in serum LH and
E2. However, data in scientific literature support the hypothesis of the influence of
metabolic state on the activity of different levels of the HPG in peripuberal period.

The negative energy balance caused by 48 hours fasting in Wistar female rats in
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peripuberal period reduces LH concentration (Garcia-Galiano et al. 2010). Similarly,
animals subjected to protocol of dietary restriction have lower concentrations of LH
and E2 (Castellano et al. 2005). Moreover, animals subjected to high-fat diet since
weaning (postnatal day 21) showed increased rate of secretion of LH pulses on
postnatal day 28 and 32 and increased serum E2 on postnatal day 28, 32 and 36 (Li
et al. 2012). However, some studies have not identified changes in serum LH and E2
on the day of vaginal opening using the high-fat diet model (Lie et al. 2013). The
divergence of results obtained in the current study in relation to other studies may be
explained by the difference in the experimental designs used, since the analyzes
presented here were obtained on samples of the vaginal opening while other
samples were obtained at work during the pubertal period and prior to vaginal
opening. Thus, possible changes in the concentration of LH and E2 occurring in
peripubertal period have not been identified. Furthermore, correlation data has
shown no association between the concentration of LH and E2 in the afternoon of the
day the vaginal opening, which would be expected since LH increases the release of
E2 under physiological conditions (Urbanski & Ojeda 1985a). However, as the
secretion of LH in pulses (Urbanski & Ojeda 1985b), the analysis in one single
moment may have been insufficient to identify this phenomenon because some

animals with low LH concentration showed high concentration of E2.

In the neuroendocrine point of view, puberty starts with the activation of GnRH
neurons (Sisk & Foster 2004), so this study chose to analyze the Gnrhl mRNA
expression in brain samples containing GnRH neurons on the day of vaginal
opening. The results showed no changes of GnrhImRNA expression on the day of
vaginal opening. Furthermore, there was no association between expression of

Gnrhl mRNA with the vaginal opening, although a positive correlation between the
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expression of Gnrhl1 mRNA and serum LH concentration has occurred in control
conditions, suggesting a modulation of GnRH peptide on pituitary gonadotropes and
LH secretion. Scientific evidence regarding the modulation of Gnrhl mRNA
expression due to the metabolic state is divergent. In a study conducted in rhesus
monkey, a negative energy balance induced by 48 hours fasting did not exert
additional effect on the expression of Gnrhl mRNA (Wahab et al. 2011). However,
studies using immunohistochemical techniques demonstrated reduction in
immunoreactivity for GnRH in the hypothalamus of Wistar adult female rats under
fasting (Kumar & Kaur 2013). So it would be important to determine the modulation of
the formation of the peptide GnRH front metabolic state in animals fed with Cafeteria
Diet. The lack of association between the concentration of LH and the expression of
Gnrhl mRNA in the Cafeteria Diet group may reflect the dispersion of data from three
animals, since there is a pattern of positive association between these variables.
Thus, it is plausible that metabolic changes produced by the Cafeteria Diet have
exerted effect on the different levels of the HPG, but the experimental design and the
methods used were not adequate to identify the changes. The activation of GnRH
neurons at the beginning of puberty process appears to be the result of increased
excitatory stimuli on inhibitory stimulus exerted on GnRH neurons (Sisk & Foster
2004). The IGF1 from peripheral origin seems to stimulate GnRH neurons during
early puberty, because the selective inhibition of expression of IGF1l receptor
(IGF1R) in GnRH neurons slows the vaginal opening (Divall et al. 2010). However,
the present study has failed to identify a positive correlation between the
concentration of IGF1 and expression of Gnrhl mRNA on the day of vaginal opening
in control condition, suggesting that the expression pattern of expression Gnrhl

MRNA is not dependent on serum IGF1 concentration on the day of vaginal opening.
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Likewise, there was no correlation between the serum Leptin with Gnrhl mRNA
expression. Though initial studies have demonstrated an effect of Leptin on GnRH
neurons (Cunningham et al. 1999), recent evidence suggests that GhnRH neurons do
not express Ob-Rb Leptin receptor (Quennell et al. 2009), so the lack of correlation
with Gnrhl expression in the present study may be the result of non-expression of

the Ob-Rb in GnRH neurons.

There is currently great interest in the study of kisspeptin system, composed of the
neurotransmitter KISS1 and its receptor KISS1R, which is recognized as an
indispensable element for activation of GnRH neurons and triggering of puberty
onset (Seminara et al. 2003; Navarro et al. 2004a; Kirilov et al. 2013). Thus, this
study sought to identify modulations on the kisspeptin system by the metabolic state
at the beginning of the pubertal process in female rats under Cafeteria Diet. Although
animals fed with Cafeteria Diet had experienced a positive energy balance, this effect
did not result in changes on the expression patter of Kiss1 mRNA and Kiss1lr mRNA
on the day of vaginal opening, and there is no positive correlation between Kiss1 and
Kisslr mRNA expression with the puberty onset. These data confirm previous
findings from other research groups that showed no modulation of kisspeptin system
by metabolic state on puberty onset (Smith & Spencer 2012; Lie et al. 2013).
However, other studies have shown that nutritional status may have significant
effects on gene expression of the components of kisspeptin system. In food
restriction conditions, Wistar female rats have decreased expression of Kiss1 mRNA
and delayed vaginal opening, while females kept in conditions with increased food
availability have elevated Kissl mRNA expression in peripubertal period and
advance in vaginal opening (Castellano et al. 2011). Furthermore, treatment with

high-fat diet increased the expression of Kiss1 mRNA in the period prior to puberty
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onset. Thus, the results present herein suggest that the necessary modifications for
the maturation have been achieved in the experimental conditions used and indicate
that the expression analyzes over peripubertal period might be more accurate to
identify changes in kisspeptin system than analyzes on the day of vaginal opening.
On the other hand, Kiss1 mRNA expression was associated with the Gnrhl mRNA
expression under physiological conditions, suggesting that modulation of GnRH

neurons may be influenced by Kisspeptin on the day of vaginal opening.

Leptin appears to be a peripheral factor signaling the metabolic state of the organism
to the kisspeptin system. However, this study has not found evidence for the
association between serum concentration of Leptin and Kiss1 mRNA and Kisslr
MRNA expression on the day of vaginal opening in both experimental conditions,
suggesting that Leptin does not act as a determining factor on kisspeptin system on
the day of vaginal opening. Although evidence suggest that the Leptin stimulates
Kiss1 mMRNA expression in Leptin deficiency models (Smith et al. 2006), the selective
inactivation of expression of Leptin Ob-Rb in kisspeptin neurons does not slow the
vaginal opening and does not cause loss of fertility (Donato et al. 2011), indicating
that, although Leptin is important to sexual maturity in females, its action is mediated
by binding to other receptors in addition to neuronal kisspeptin neurons. Besides
Leptin, peripheral IGF1 appears to be an important regulator of Kisspeptin system.
However, the present study has not found an association between the concentration
of IGF1 and the expression of Kiss1 and Kiss1lr mRNA in the experimental conditions
used. Some studies demonstrate that IGF-1 administered by intracerebroventricular
route (icv) or intraperitoneally in the juvenile period in female rats stimulates the
expression of Kiss1 mRNA in samples containing the anteroventral periventricular

area (AVPV) and the hypothalamic arcuate nucleus (ARC) (Hiney et al. 2009).
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Although IGF1 modulates the activity of the kisspeptin system, it does not seem to be
a determinant of Kiss1 mRNA expression on the day of vaginal opening. Likewise,
the E2 appears to be a positive regulator of kisspeptin system in physiological
conditions for the course of sexual maturation (Clarkson et al. 2009). However, the
data observed in animals in the present study has not demonstrated any association
between the concentration of E2 and the expression of Kiss1l and KISS1R mRNA on
the day of vaginal opening. E2 exerts positive effect on the expression of the peptide
KiSS1 in the AVPV region, and this effect is not observed in the arcuate nucleus
(Clarkson et al. 2009). In the present study, the expression of Kissl mRNA was
analyzed in samples containing AVPV region and the arcuate nucleus, preventing
accurate analysis of the E2 action in different populations of kisspeptin neurons.
Thus, an analysis of the expression in specific regions samples would be more
precise in relation to the method used in this study. This proposition is supported by
the increased Kiss1 mRNA expression in the arcuate nucleus of the hypothalamus in
postnatal day 28 and in the medial preoptic area in postnatal day 32 in animals with
access to high-fat diet (Li et al. 2012). Although the previous study has not identified
difference relating to Kisslr mRNA expression (Li et al. 2012) in the days before
vaginal opening, an experiment with animals submitted to Cafeteria Diet for the study
of Kissl and Kisslr mRNA expression in days prior to vaginal opening would add
important information on developments in the expression of genes that compose the

kisspeptin system.

CONCLUSION

Early exposure to palatable food changed the food intake pattern, resulting in high fat
and energy intake, which was accompanied by the advance of the process of sexual

maturation and puberty onset. This change in pattern intake was accompanied by
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intra-abdominal obesity and increased Leptin. Apparently, Leptin was an important
sign of the energy reserves to the central regulators of puberty onset. In control
conditions, Leptin seems to have a permissive effect on the course of the pubertal
process, while in the state of increased energy reserves observed on the treatment
with Cafeteria Diet the Leptin seems to act as a determining factor for the course of
puberty. However, the components of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis have
not been modulated by metabolic state on the day of vaginal opening. In addition, the
IGF1 from peripheral origin was also not modulated by metabolic state under the
conditions studied. The expression of key genes involved with the trigger of puberty,
as the Gnrhl, Kissl and Kisslr, were not affected by nutritional status in this study
and apparently have not suffered modulation of components of the metabolic state as
Leptin and IGF1 in the conditions presented herein. Future experiments are needed
to determine the influence of dietary fat and Leptin secreted by intra-abdominal
adipose tissue on the modulation of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis and
kisspeptin system during peripubertal period and the onset of puberty in animals

treated with Cafeteria Diet.
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Figure 1

Cafeteria Diet decreases chow and increases energy and fat intake in juvenile and peripubertal. (A) Chow
intake from weaning (21 days) to puberty onset. Values are mean and vertical bars are + S EM Controln =5
and Cafeteria Diet n = 4. Factorial repeated measures ANOVA followed by Bonferroni post hoc test. *P< 0.05.
Cafeteria Diet increase energy intake and fat intake in peripubertal and early puberal period (B) Energy intake
from weaning (day 21 post-natal) to puberty onset. Values are mean and vertical bars are + S.E.M. Control n
=5 and Diet Cafeteria n = 4. Factorial repeated measures ANOVA followed by Bonferroni post hoc test. *P<
0.05. (C) Carbohydrate intake from weaning (day 21 post-natal) to puberty onset. Values are mean and
vertical bars are + SEM. Control n = 5 and Cafeteria Diet n = 4. Factorial repeated measures ANOVA
followed by Bonferroni post hoc test. *P< 0.05. (D) Protein intake from weaning (postnatal day 21) to puberty
onset. Values are mean and vertical bars are + SEE.M. Control n = 5 and Cafeteria Diet n = 4. Factorial
repeated measures ANOVA followed by Bonferroni post hoc test. *P< 0.05. (E) Fat intake from weaning (day
21 post-natal) to puberty onset. Values are mean and vertical bars are + S E.M. Control n = 5 and Cafeteria
Diet n = 4. Factorial repeated measures ANOVA followed by Bonferroni post hoc test. *P< 0.05
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Figure 2

Cafeteria Diet advances vaginal opening. Kaplan-Meier survival curves
showing the proportion of animals with the vaginal opening. The dotted
horizontal line represents the point at which 50% of the animals
showed vaginal opening. Control n = 19 and Cafeteria Diet n = 20.
Mantel-Cox test. *P< 0.05.
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Figure 3

Cafeteria Diet increases intra-abdominal adipose tissue and ovary weight on the day of vaginal opening. (A) Body
weight on the day of vaginal opening. Values are mean and vertical bars are + S.E.M. Control n = 19 and Cafeteria
Diet n = 20. Student t test. * P< 0.05. (B) Body weight gain from weaning (postnatal day 21) to the day of vaginal
opening. Values are mean and vertical bars are £ S.E.M. Control n = 19 and Cafeteria Diet n = 20. Student t test. * P<
0.05. (C) Body weight gain from weaning (postnatal day 21) to postnatal day 33. Values are mean and vertical bars
are + S EM. Control n = 19 and Cafeteria Diet n = 20. Student t test. P> 0.05. (D) Body weight gain from weaning
(postnatal day 21) to postnatal day 35. Values are mean and vertical bars are + S E.M. Control n = 19 and Cafetena
Diet n = 20. Student t test. P> 0.05. (E) Intra-abdominal adipose tissue weight on the day of vaginal opening. The
intra-abdominal adipose tissue comprises mesenteric, perigonadal, perirenal and retroperitoneal adipose tissue.
Values are mean and vertical bars are + S.E.M. Control n = 18 and Cafeteria Diet n = 20. Welch's t test. *P< 0.05. (F)
Adrenals weight on the day of vaginal opening. Values are mean and vertical bars are + S EEM. Controln = 18 and
Cafeteria Diet n = 20. Student t test. * P< 0.05. (G) Adrenals weight normalized by body weight on the day of vaginal
opening. Values are mean and vertical bars are £ S.E.M. Control n = 18 and Cafeteria Diet n = 20. Student t test. P>
0.05.

138



1032

1033

3

Vaginal opening (day)

s = .82 P<0.05

Vaginal opening (day)

T
120

Body weight {g)

140

rs m 67 P< 0,05

160

Vaginal opening [day)

& Canlral
@ Cafeteda Dist

T
120

Bedy waight (g}

“~. Confrol
~ - . Caleteria Duat

140

rs =78 P< 0,05

Figure 4

o
Bodyweight (g)

Body weight is correlated with the day of vaginal opening. (A)Correlation between the body weight
and the day of vaginal opening in the Control group (n=19).(B) Correlation between the body
weight and the day of vaginal opening in Gafeteria Group (n=20). (C) Correlation between the body
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body gain and the day of vaginal opening in the Control group (n=19). (B) Correlation
between body weight gain and the day of vaginal opening in the Cafeteria Diet group
(n=20). (C) Correlation between body weight gain and the day of vaginal opening
considered all data (n=39). Spearman’s correlation test (rs).
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Intra-abdominal adipose tissue is correlated with the day of vaginal opening. (A)
Correlation between the weight of intra-abdominal adipose tissue and the day of vaginal
opening in the Control group (n=18). (B) Correlation between the weight of intra-abdominal
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Figure 7

Cafeteria Diet increases serum Leptin on the day of vaginal opening. (A) Serum IGF1 on the vaginal opening.
Values are mean and vertical bars are £ S.E.M. instead of median and percentiles (P) 25th and 75th. Control
group: median = 1132 ng / mL, P25th = 1011 ng / mL, P75th = 1212 ng / mL ; Cafeteria Diet group: median =
1008 ng / mL, P25th= 928.90 ng / mL, P75th = 1124 ng / mL. Control n = 17 and Cafeteria Diet n = 19.
Mann-Whitney test. P> 0.05. (B) Serum Leptin on the day of vaginal opening. Values are mean and vertical bars
are + S E.M. Control n = 18 and Cafeteria Diet n = 19. Student t test. *P< 0.05.
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Intra-abdominal adipose tissue and Leptin are correlated in Cafeteria Diet rats. (A)
Correlation between the intra-abdominal adipose ftissue and serum Leptin on the day of
vaginal opening in the Control group (n=18). (B) Correlation between the intra-abdominal
adipose tissue and serum Leptin on the day of vaginal opening in Cafeteria Diet group
(n=19). (C) Correlation between the intra-abdominal adipose tissue and serum Leptin on the
day of vaginal opening considered all data (n=37). Pearson’s correlation test (rs).
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(C) Correlation between serum Leptin and the day of vaginal opening considered all data
(n=37). Spearman’s correlation test (rs).
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Figure 10

Cafeteria Diet increases Lepr mRNA expression in Cafeteria Diet rats. (A) Gnrh1 mRNA
expression in the brain samples on the day of vaginal opening. The value of the median is
represented by the horizontal bar inside the box plot and percentiles 25th and 75th are
represented by lower and upper limits, respectively, of the box plot. Control n= 16 and Cafeteria
Diet n=14. Mann-Whitney test. (B) Kiss1 mRNA expression in the brain samples on the day of
vaginal opening. The value of the median is represented by the horizontal bar inside the box plot
percentiles 25th and 75th by lower and upper limits, respectively, of the box plot. Confrol n = 16
and Cafeteria Diet n = 14. Mann-Whitney test. (C) Kiss1r mRNA expression in the brain samples
on the day of vaginal opening. The value of the median is represented by the horizontal bar inside
the box plot percentiles 25th and 75th are represented by lower and upper limits, respectively, of
the box plot. We opted for the graphic representation in median and percentiles rather than mean
and £+ S5.E.M. Control group (n = 16): mean = 1.87 £ 0.36; Cafeteria Diet group (n = 14): mean =
3.26 £ 0.60. Student t test. (D) Lepr mRNA expression in the brain samples on the day of vaginal
opening. The value of the median is represented by the horizontal bar inside the box plot ans
percentiles 25th and 75th are represented by lower and upper limits, respectively, of the box plot.
Control n = 16 and Cafeteria Diet n = 14. Mann-Whitney test. * P< 0.05.
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1046  Table 1. Food available to the rats in Cafeteria Diet group. Values are the content per gram of food.

Kcal Carbohydrate Protein Fat
Food/Scheme
9 (9) (9)
Scheme A
Salami (Majestade, Brazil) 3,38 0,00 0,32 0,24
Bread Seven Boys (Seven Boys, Brazil) 3,10 0,55 0,11 0,05
Snack Yokitos Cheese (Yoki, Brazil) 4,84 0,60 0,06 0,24
Deliket Jelly Bean (Dori Alimentos, Brazil) 3,80 0,95 0,00 0,00
Soft drink (Coca-Cola, Brazil) 0,43 0,11 0,00 0,00
Scheme B
Smoked saussage (Sadia, Brazil) 3,20 0,00 0,18 0,28
Chocolate cake (Nutrella, Brasil) 3,18 0,48 0,05 0,12
Biscuit maisena (Isabela, Brazil) 4,46 0,73 0,09 0,13
Marshmallow (Fini, Brazil) 3,35 0,79 0,05 0,00
Soft drink (Coca-Cola, Brazil) 0,43 0,11 0,00 0,00
Scheme C
Ham (Sadia, Brazil) 1,55 0,00 0,17 0,09
Snack Fritello (Pavioli, Brazil) 5,08 0,52 0,08 0,29
Wafer biscuit chocolate (Bauducco, Brazil) 5,23 0,63 0,05 0,27
Gumdrop Gomets (Dori Alimentos, Brazil) 3,60 0,90 0,00 0,00
Soft drink (Coca-Cola, Brazil) 0,43 0,11 0,00 0,00
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Table 2. Nucleotides primer sequences used for gPCR amplification of Kiss1, Kiss1r, Gnrhl, Lepr and

Actb mRNA.

Access Number?® Gene Nucleotides sequence Product size
53 (bp)°

Forward: AGCTGCTGCTTCTCCTCTGT

NM_181692.1 Kissl 139
Reverse: GCATACCGCGGGCCCTTTT
Forward: GCAGACCGTCACCAATTTCT

NM_023992.1 Kisslr 222
Reverse: GGGAACACAGTCACGTACCA
Forward: GCAGAACCCCAGAACTTCGA

NM_012767.2 Gnrhl 101
Reverse: TGCCCAGCTTCCTCTTCAAT
Forward: TGTTCCTGGGCACAAGGACTTA

NM_012596.1 Lepr 179
Reverse: ACCATAGCTGCTGGTACCATCTCA

NM_031144.3 Acth Forward: ACCTTCAACACCCCAGCCATG 208

Reverse:

GGCCATCTCTTGCTCGAAGTC
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1053 Table 3

1054  Ovary and uterus weight and the concentration of Luteinizing Hormone and Estradiol-
1055  17beta on the day of vaginal opening in Cafeteria Diet rats.

Control Cafeteria Diet
Ovary weight (mg) 27.65 + 1.06 3222 + 222
Ovary weight (mg/g body weight) 0.23 £ 0.01 0.28* + 0.02
Utero weight (mg) 175.60 + 22.80 174.00 =+ 18.87
Utero weight (mg/g body weight) 136 + 0.17 146 + 0.15
Luteinizing Hormone (mlU/mL) 133 + 0.18 154 + 0.21
Estradiol-17beta (ng/mL) 425 £ 0.52 575 = 0.74

1056  Values are mean = S.E.M. For ovary weight and uterus weight, Control n=18 and Cafeteria Diet= 20.
1057 For serum Luteinizing Hormone, Control n= 15 and Cafeteria Diet n= 19. For serum Estradiol-17beta,
1058  Control n= 17 and Cafeteria Diet n= 18.

1059
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1060 Table 4

1061  Correlation of Gnrhl mRNA with vaginal opening and peripheral and central
1062  regulators of puberty onset in Cafeteria Diet rats.

1063
1064

1065

Control Cafeteria Diet All data
Gnrhl mRNA
Vaginal opening (day) .40 (n=16) .27 (n=14) .17 (n=30)
Luteinizing Hormone miU/mL .76 (n=13) .05 (n=12) 45 (n=25)
Leptin (ng/mL) .13 (n=15) .24 (n=14) .24 (n=29)
IGF1 (ng/mL) -.15 (n=15) .25 (n=13) .14 (n=28)
Kiss1 mRNA .88 (n=16) .78 (n=14) .87 (n=30)

Values outside the brackets are Spearman’s correlation coefficient. Values in bold mean that variables

correlate significantly (P< 0.05).
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Table 5

Correlation of Kiss1 mRNA with vaginal opening and peripheral and central
regulators in Cafeteria Diet rats.

Control Cafeteria Diet All data

kiss1 mRNA
Vaginal opening (day) .31 (n=16) 49 (n=14) .24 (n=30)
Leptin (ng/mL) .06 (n=15) 13 (=14) .34 (n=24)
IGF1 (ng/mL) .04 (n=15) 43 (n=13) -.04 (n=28)
Estradiol-17beta (ng/mL) .06 (n=14) -.38 (n=13) .01 (n=27)

Values outside the brackets are Spearman’s correlation coefficient.
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Table 6

Correlation of Kisslr mRNA with vaginal opening and peripheral and central
regulators in Cafeteria Diet rats.

Control Cafeteria Diet All data
Kisslr mRNA
Vaginal opening (day) -.04 (n=16) .35 (n=14) .10 (n=30)
Leptin (ng/mL) .05 (n=15) .39 (F14) .33 (n=29)

Values outside the brackets are Spearman’s correlation coefficient.



