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INTRODUÇÃO:

A busca por acasalamento e a busca por nutrientes são dois comportamentos fisiológicos

intimamente ligados ao sucesso evolutivo das espécies (Millar, 1977; Widdowson,1981). Ambos

são controlados por sinais homeostáticos dependentes da atividade de neurônios hipotalâmicos e

são integrados do ponto de vista funcional (Dupont et al., 2014; Scheneider, 2004). 

A obesidade é uma doença pandêmica com diversas comorbidades associadas. Segundo

dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), a obesidade triplicou desde 1975, sendo que,

em 2016, 39% da população adulta estavam acima do peso e 13% era obesa. Ademais, diversos

estudos recentes têm correlacionado o aumento no indice de gordura corporal com o aumento de

distúrbios no eixo reprodutivo, tanto comportamental, quanto fisiológico (Mohammadi Roushadeh

et al.,2015; Ghanayem et al., 2010; Kort et al., 2006; Farias et. al., 2017). Embora um circuito

completo envolvido no comportamento sexual ainda não seja totalmente compreendido, esses

dados conotam que fatores que regulam metabolismo, sejam eles hormonais ou nutricionais

possuem um impacto na regulação da reprodução.

De fato, acredita-se que a sinalização de estrogênio na linhagem POMC limita a ingestão

de alimentos, ao inibir o receptor de estrogênio alpha (ERα). A maioria dos neurônios Kiss1 no

ARC também expressa ERα e regula a puberdade e a fertilidade em camundongos machos e

fêmeas (d'Anglemont de Tassigny et al., 2007) assim como em humanos (Topaloglu et al., 2012).

Em ovelhas ovariectomizadas a expressão de Kiss1 foi aumentada, retornando aos níveis

similares aos animais intactos com tratamento de estradiol. O tratamento com progesterona

restaurou parcialmente a expressão de Kiss1 (Smith et al., 2007). 
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O estado nutricional do organismo tem forte impacto sobre sua capacidade reprodutiva. A

carência nutricional, por exemplo, pode comprometer os ciclos estrais das fêmeas e reduzir a

espermatogênese nos machos (Scheneider, 2004; Sermondade et al., 2013).

Da mesma forma, estados de hipernutrição levando ao desenvolvimento da obesidade

podem reduzir a fertilidade (Kort et al., 2006; Fernandez, 2011; Shukla et al., 2014; Pasquali et

al.,2007; Sermondade et al., 2013). Em parte, este efeito se deve a alterações na regulação

hipotalâmica de hormônios gonadotrópicos (Bellver et al., 2010; Hyland et al.,2018; Bertoldi et al.,

2011; Farkas et al., 2013; Fontana, Della Torre, 2016). Por estes motivos alternativas que revertam

o quadro da obesidade têm sido adotadas com maior frequência, muitas delas se baseiam na

redução da ingestão alimentar, como a restrição calórica. Tal medida visa reverter o fenótipo

obeso, bem como as alterações metabólicas associadas.

Objetivos

Analisar a relação dos efeitos deletérios promovidos pela dieta, com a variação de transcritos

hipotalâmicos relacionados ao comportamento sexual, reprodutivo e controle da ingestão

alimentar em camundongos.

METODOLOGIA:

Animais:

Foram utilizados camundongos C57BL/6J-Unib machos e fêmeas fornecidos pelo Centro

de Experimentação Animal da UNICAMP (CEMIB) com seis semanas de vida. Os animais ficaram

sob condições controladas, temperatura ambiente de 22 ± 2 °C e ciclos claro-escuro de 12/12

horas, a fim de mimetizar as condições naturais e manter o ciclo circadiano, e receberam água e

dieta padrão para roedores ad libitum. Ao completarem 8 semanas, os camundongos foram

divididos em: controle (CT), obesidade induzida por dieta (OID) e obesidade induzida por dieta

seguida de restrição calórica (RC). Todos os protocolos terão a duração de seis semanas.

Os animais OID receberam, por 3

semanas, dieta padrão ad libitum e, em

seguida, foi oferecido a alimentação

hiperlipídica, composta por 45% de

gordura; ao grupo RC, após a dieta rica

em gordura, foi oferecido dieta padrão ad

libitum durante 21 dias e o grupo CT

continuará recebendo a dieta padrão

durante todo o período experimental. Ao

final, os animais serão anestesiados com
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100mg/Kg de ketamina (Saúde Fort Dodge Animal, EUA) e 10mg/Kg de xilazina (Lloyd

Laboratories, EUA) intraperitoneal, eutanasiados e os tecidos de interesse serão extraídos,

pesados e analisados por PCR em tempo real.  O uso dos animais de experimentação neste

projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética

no Uso de Animais da Unicamp (CEUA), sob o

protocolo (5805-1/2021).

. 

Extração de RNA e PCR em tempo real:

A extração de RNA dos tecidos será realizada conforme a rotina usual do laboratório,

utilizando o reagente Trizol (Invitrogen Corporation, CA, USA), e usaremos o kit High Capacity

cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) para a síntese de cDNA.

Os genes de interesse serão quantificados utilizando o sistema TaqManTM (Applied Biosystem) e o

aparelho 7500 sequence detection system (Applied Biosystem). Primers específicos para os

genes: Glp-1, Kiss-1, Pomc, Cart, Agrp, Npy, Gnrh, Il-6, Tgfβ, Tnf𝞪 e Nlrp3 serão utilizados e

como controle endógeno utilizaremos Gapdh Mouse (TaqManTM – Applied Biosystems)

Análises metabólicas:

Dados metabólicos de cada grupo serão obtidos a partir da pesagem semanal, bem como

cálculo de ingestão calórica e medição da glicemia de jejum no início, na troca de dieta e no final

do experimento. Para tal, todos os camundongos serão individualizados. 

Análise estatística:

As análises estatísticas serão feitas através do teste "t" student e One-way ANOVA. Dessa

forma, considerando a diferença entre os grupos e a variabilidade biológica entre eles, para um "n"

significativo (p<0.005) utilizaremos um N de 6.

RESULTADOS E DISCUSSÃO:

Após 4 semanas em seus respectivos protocolos, os animais RC, machos e fêmeas, não

apresentaram ganho de massa corpórea significativa quando comparados aos demais grupos,

alimentados com dieta padrão (gráfico 1). Entretanto, a glicemia de jejum do grupo RC, após a

dieta rica em gordura, se mostrou significativamente maior, se comparado ao grupo

controle(gráfico 2). Tal resultado pode ser causado pelo aumento da adiposidade, que será

posteriormente analisada.

Ademais, ao comparar o peso dos animais e a glicemia de jejum basal, os machos

apresentaram valores maiores do que as fêmeas que seguem o mesmo protocolo. Contudo, a

glicemia de jejum das fêmeas RC após intervenção alimentar se equiparou aos seus
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correspondentes machos. Esses dados acordam com os achados de Zore et al (2018) e Link e

Reue (2017), que descrevem a genética por trás dessas diferenças.

Gráfico 1- Peso corpóreo médio por semana/ Fêmeas Gráfico 2- Peso corpóreo médio por semana/ Machos

Gráfico 3- Glicemia de jejum/ Fêmeas Gráfico 4- Glicemia de jejum/ Machos
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