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RESUMO

Os hot flashes consistem em uma desordem na termorregulacdo, caracterizados pela
vasodilatacdo periférica e aumento da dissipacédo de calor, causada pela reducéo dos niveis de
estradiol (E2) na pos-menopausa. Evidéncias anteriores sugerem que os neurdnios do nucleo
arqueado do hipotdlamo (ARC), que co-expressam kisspeptina, neurocinina B (NKB) e
dinorfina (KNDy), facilitam a vasodilatagdo cutnea na auséncia de (E2), sugerindo um
envolvimento na génese dos hot flashes em mulheres e modelos animais. Porém, os
mecanismos fisioldgicos envolvidos ainda sdo pouco conhecidos. Portanto, neste trabalho,
avaliamos a dissipacdo de calor em modelo de ratos gonadectomizados e comparamos a
participacdo dos neurbnios KNDy na resposta de machos e fémeas. No experimento 1,
utilizamos ratos Wistar, os quais foram habituados ao contensor durante 4 semanas;
posteriormente, 0s animais passaram por cirurgia de implantacdo de dataloggers
intraperitoneais. As fémeas foram divididas em: gonada Intacta (Intact), ovariectomizadas
tratadas com 6leo (OVX) e OVX tratadas com E2> (OVX+Ez). Os machos foram divididos em:
gbnada Intacta (Intact), orquiectomizados tratados com 06leo (ORX), ORX tratados com
testosterona (T; ORX+T) e ORX tratados com dihidrotestosterona (DHT; ORX+DHT). O
experimento 1 foi realizado apds 15 dias de gonadectomia, no qual foram aferidas a temperatura
da pele da cauda (TST), temperatura abdominal (Tabd) e o consumo de oxigénio (VO>). Os
animais foram eutanasiados por perfusdo, o0s cérebros foram processados para
imunohistoquimica e imunofluorescéncia de NKB no ARC e o sangue utilizado para dosagem
da concentracdo de LH por ELISA. O experimento 2 teve protocolo experimental semelhante
ao realizado no primeiro, no entanto, os animais foram eutanasiados por decapitagéo, tiveram
0s cérebros retirados e ARC foi dissecado por meio da técnica de punch para analise do RNAm de
NKB por RT-PCR em tempo real. Encontramos que, a ovariectomia aumentou a TST e o indice
de perda de calor (HLI), e estes efeitos foram completamente prevenidos pelo tratamento com
E> nas fémeas. Concomitantemente, a ovariectomia aumentou o nimero e didmetro de
neuronios NKB-ir no ARC, e estes parametros foram positivamente correlacionados com o
aumento da TST. Nos machos, a orquiectomia também aumentou a TST e o HLI, e estes efeitos
os foram igualmente prevenidos pelos tratamentos com T e DHT. Entretanto, a orquiectomia
ndo aumentou o nimero de neurdnios NKB-ir no ARC dos ratos ORX em relacdo aos intactos
(Intact), enquanto o tratamento com androgenos reduziu a expressdo de NKB nos ratos ORX+T
e ORX+DHT em comparacdo aos grupos Intact e ORX. Ndo houve correlagéo significativa

entre numero de neurénios NKB-ir no ARC e a TST nos machos. Utilizamos entdo microscopia



confocal para avaliar alteragdes no tamanho dos neurdnios KNDy, esta analise demonstrou
similar aumento no didmetro dos neurénios NKB-ir apds a gonadectomia tanto em fémeas
guanto em machos, efeito este prevenido pelos respectivos tratamentos com esteroides sexuais.
A andlise da expressdo do génica também mostrou resultados similares entre fémeas e machos.
N&o observamos efeito da gonadectomia na expressao de Nkb, enquanto os esteroides gonadais
suprimiram a expressao deste peptideo no ARC de fémeas e machos. Portanto, em fémeas, o
aumento da perda de calor devido a faléncia de E> esta associado ao aumento do nimero e
tamanho dos neurdnios KNDy. Em machos, por sua vez, o aumento da dissipacgéo de calor apds
a castragdo associa-se unicamente ao maior tamanho dos neurdnios KNDy induzido pela
auséncia de andrdgenos. Em conjunto, nossos dados demonstram que 0O mecanismo
neuroendocrino que desencadeia o fendmeno de hot flashes depende da ativacdo dos neurénios
KNDy em ambos os sexos, sendo a hipertrofia destes neurénios o indice mais fidedigno de seu

aumento de funcdo em condicdes de deficiéncia de esteroides sexuais.

Palavras chave: gonadectomia, temperatura, neurocinina, androgenos, estrégenos



ABSTRACT

Hot flashes consist of a disorder in thermoregulation, characterized by peripheral
vasodilation and increased heat dissipation, caused by reduced levels of estradiol (E2) in the
postmenopausal period. Previous evidence suggests that neurons in the arcuate nucleus of the
hypothalamus (ARC), which co-express kisspeptin, neurokinin B (NKB) and dynorphin
(KNDy), facilitate cutaneous vasodilation in the absence of (Ez), suggesting an involvement in
the genesis of hot flashes on women and animal models. However, the physiological
mechanisms involved remain poorly understood, therefore, in this work, we evaluated the heat
dissipation in a model of gonadectomized rats and compared the participation of KNDy neurons
in the response of males and females. In experiment 1, we used Wistar rats, which were
habituated to the container for 4 weeks; subsequently, the animals underwent surgery to implant
intraperitoneal dataloggers. Females were divided Intact: intact gonad (Intact), ovariectomized
females treated with oil (OVX) and OVX treated with E> (OVX+ Ez). Males were divided
Intact: intact gonad (Intact), orchidectomized treated with oil (ORX), ORX treated with
testosterone (T; ORX+T) and ORX treated with dihydrotestosterone (DHT; ORX+DHT).
Experiment 1 was performed after 15 days of gonadectomy, in which the skin temperature of
the tail (TST), abdominal temperature (Tabd) and oxygen consumption (VO2) were measured.
The animals were euthanized by perfusion, the brains were processed for
immunohistochemistry and NKB immunofluorescence in the ARC and the blood used to
measure the LH concentration by ELISA. Experiment 2 had an experimental protocol similar
to that carried out in the first, however, the animals were euthanized by decapitation, had their
brains removed and ARC was dissected using the punch technique for analysis of NKB mRNA
by RT-PCR in real time. We found that ovariectomy increased TST and heat loss index (HLI),
and these effects were completely prevented by E. treatment in females. Concomitantly,
ovariectomy increased the number and diameter of NKB-ir neurons in the ARC, and these
parameters were positively correlated with increased TST. In males, orchiectomy also increased
TST and HLI, and these effects were similarly prevented by treatments with T and DHT.
However, orchiectomy did not increase the number of NKB-ir neurons in the ARC of ORX rats
relative to Intact, whereas androgen treatment reduced NKB expression in ORX+T and
ORX+DHT rats compared to Intact and ORX groups. There was no significant correlation
between the number of NKB-ir neurons in the ARC and TST in males. We then used confocal
microscopy to assess changes in the size of KNDy neurons, this analysis demonstrated a similar

increase in the diameter of NKB-ir neurons after gonadectomy in both females and males, an



effect prevented by the respective treatments with sex steroids. Gene expression analysis also
showed similar results between females and males. We did not observe any effect of
gonadectomy on NKkb expression, while gonadal steroids suppressed the expression of this
peptide in the ARC of females and males. Therefore, in females, increased heat loss due to E2
failure is associated with increased number and size of KNDy neurons. In males, in turn, the
increase in heat dissipation after castration is solely associated with the larger size of KNDy
neurons induced by the absence of androgens. Taken together, our data demonstrate that the
neuroendocrine mechanism that triggers the hot flash phenomenon depends on the activation
of KNDy neurons in both sexes, with the hypertrophy of these neurons being the most reliable

index of their increased function in conditions of sex steroid deficiency.

Keywords: gonadectomy, temperature, neurokinin, androgens, estrogens
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Introducéo

A menopausa, definida pela ultima menstruacao, é determinada pela faléncia dos foliculos
ovarianos e reducdo da secrecdo de estradiol (E2) (1). A fase que antecede esse fenbmeno é
conhecida como climatério, definida como periodo de transicéo entre a vida reprodutiva e nao
reprodutiva (2), periodo em que as alteracdes enddcrinas, e clinicas da menopausa ja comecam
a aparecer. Apds menopausa, a perda dos foliculos ovarianos esta completa e a concentragdo
plasmética de E> reduzida a niveis de castracdo(3). A queda abrupta no nivel de E> esta
associada a multiplas alteragdes no organismo feminino, incluindo incontinéncia urinéria,
osteoporose, disfuncao sexual, problemas relacionados ao sono e sintomas vasomotores (4).

Os sintomas vasomotores, também chamados de ondas de calor ou hot flashes, atingem
cerca de 80% das mulheres durante o climatério (5, 6), considerados uma desordem na
termorregulagéo hipotalamica, séo caracterizados pela ativagao inadequada dos mecanismos de
perda de calor, como vasodilatacao periférica e sudorese (7). Os episddios de ondas de calor
duram, em geral, de 1 a 5 minutos, mas uma porcentagem pequena de mulheres relatam duracéo
maior do que quinze minutos (8). Dados anteriores demonstram uma associacdo entre as ondas
de calor e menor qualidade de vida, envolvendo fatores mentais e fisicos (9). Utian (10) avaliou
o efeito da reposicdo hormonal sobre os sintatomas vasomotores e observou a melhora dos
mesmos, concluindo que, a prevaléncia dessas condi¢bes era dependente da caréncia
estrogénica. Apesar da maior incidéncia desses sintomas ocorrer em mulheres, dados anteriores
evidenciaram a presenca de ondas de calor em homens apds a castracdo farmacoldgica ou
cirurgica, fendmeno que atinge a maioria dos pacientes nesta condicao(11).

As ondas de calor em mulheres, coincidem com pulsos de horménio luteinizante (LH),
sugerindo que, estdo relacionadas com o circuito neural hipotalamico que controla a secrecéo
do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH)(12, 13). Os neurénios GnRH, fazem parte do
eixo hipotalamo-pituitaria-gonadal (HPG) e, em roedores, estdo localizados majoritariamente
na area predptica (POA). A secre¢do pulsatil de GnRH induz a produgdo e secre¢do das
gonadotrofinas, LH e hormonio foliculo estimulante (FSH), pela hipofise anterior. As
gonadotrofinas estimulam a gametogénese e a producdo de estradiol (E2) e testosterona (T)
pelas gbnadas. Estes esteroides sexuais regulam o eixo HPG através de efeitos de
retroalimentacdo negativa e positiva, no caso especifico do Ez, sobre o hipotdlamo e na hipdfise
anterior (14, 15). No entanto, a acdo do E> e T sobre a atividade dos neurénios GnRH ocorre
de forma indireta, uma vez que estes neurdnios ndo expressam o0 receptor para estrogeno do

tipo alfa (ERa) (16) ou receptor para andrdgenos (AR) (17), os quais séo responsaveis pelos
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efeitos de retroalimentacdo negativa, e positiva, especificamente no caso do E» (18). Esse
controle do E> e T sobre os neurbnios GnRH € mediado por interneurdnios, localizados no
nucleo arqueado do hipotalamo (ARC) em roedores, e no nucleo infundibular em humanos.
Estes neuronios, que expressam o receptor de ERa e AR ¢ se projetam para POA (19, 20), sdo
chamados de neurénios KNDy, pois co-expressam trés neuropeptidios: kisspeptina (KISS),
neurocinina B (NKB) e dinorfina (DYN) (21). A KISS, através do seu receptor Kisslr, tem
efeito estimulatorio na excitabilidade elétrica dos neurénios GnRH (22) Por consequéncia, ao
modular os neurdnios GnRH, a populacdo de neurénios KNDy é responsavel por controlar a
secrecdo pulsatil de LH (23).

Interessantemente, os neurdnios KNDy parecem estar envolvidos na geracdo das ondas de
calor tanto em animais quanto em humanos. Em 1991, Rance et al. (24) mostraram que
mulheres na pds-menopausa apresentam hipertrofia dos KNDy e aumento da expressdo génica
de NKB, e resultados similares foram observados em macacas ovariectomizadas (OXV) (25,
26). Adicionalmente, a reposicéo estrogénica reverte esse quadro, sugerindo que estes efeitos
sdo secundarios a insuficiéncia ovariana (26). A hipertrofia neuronal também ocorre em
neurdnios do nucleo infundibular de homens mais velhos, no entanto, em menor grau em
relagdo as mulheres na p6s-menopausa (27).

Jayasena et al. (28), investigaram os efeitos da administracdo de NKB sobre as ondas de
calor em mulheres, e seus resultados mostraram que, a cada 10 participantes, 8 apresentaram
rubor durante a infusdo intravenosa de NKB, além de aumentos significativos na frequéncia
cardiaca e temperatura da pele, fornecendo evidéncias de que a administracdo de NKB pode
causar ondas de calor em mulheres. Com base nessas investigacfes, Prage et al. (29, 30)
relataram recentemente, em um ensaio clinico randomizado duplo-cego controlado por placebo,
gue um antagonista do receptor de NKB (MLE4901) é capaz de reduzir significativamente o
nimero médio e gravidade das ondas de calor, evidenciando a participacdo dos KNDy na
regulacdo da temperatura corporal.

Em roedores, o fendmeno de hot flash é relacionado a alteracbes no mecanismo de
dissipacéo de calor, o qual é determinado pela vasodilatacdo da pele da cauda e pode entdo ser
avaliada através da mensuragdo da temperatura da pele da cauda (TST) (31). Trabalhos
anteriores validaram a utilizacdo do aumento da TST de ratas OV X como modelo animal dos
efeitos vasomotores causados pela auséncia de Ez e, portanto, analogo ao hot flash em mulheres

pOs-menopausa (32, 33).
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Assim como visto em macacas OVX e mulheres apds a menopausa, roedores também
apresentam uma expressdo de NKB aumentada no ARC ap0s a ovariectomia, e o tratamento
com Ez é capaz de reverter este quadro (33, 34). Adicionalmente, Danzer et al (35) demostraram
que ratos machos orquiectomizados (ORX) também apresentam um aumento na expressao do
gene para NKB e este efeito pode ser revertido pelo tratamento tanto com T quanto com Eo.
Yuzurihara et al (36), avaliaram o efeito elevacdo da TST induzida por peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP), e observaram que, ratos ORX apresentaram maior TST do que
ratos tratados com placebo. Essa potencializacao foi significativamente inibida pelo tratamento
com hormonios ovarianos, E> ou progesterona, bem como pela reposicdo de T. Entretanto, o
efeito apenas da gonadectomia no aumento da perda de calor em modelos de roedores machos
ainda néo foi determinado.

Ademais, estudos anteriores em roedores, suportam a hipdtese de que o mecanismo
envolvido no efeito do E2 sobre a dissipagdo de calor esta relacionado aos neurénios KNDy, 0s
quais se projetam para a POA (37), principal &rea no sistema nervoso central responsavel pelo
controle da temperatura corporal, mais especificamente, para o ndcleo predptico mediano
(MnPQ), um importante componente da via termossensorial de defesa térmica (38). Além disso,
quando os neurdnios que expressam o receptor para NKB 3 (NK3R) no MNPO séo ativados de
maneira farmacoldgica, ocorre uma diminui¢do na temperatura corporal (Tabd) e aumento na
dissipacdo de calor, vista pela mensuragdo da TST (39). Ainda, Mittelman-Smith (40)
investigaram o efeito da ablacdo neuroquimica dos neurénios KNDy do ARC, utilizando
injecOes de NK3 — saporina, e observaram que na auséncia desses neurénios, os animais
apresentaram uma reducdo da TST e do indice de perda de calor (HLI), indicando uma
diminuicdo na vasodilatacdo da pele da cauda. Considerando que esses estudos mostram efeitos
pronunciados do E> e T na termorregulacdo de roedores, 0 mecanismo neuroendocrino que
desencadeia o fendmeno de hot flashes na auséncia de hormdnios gonadais ainda é pouco
conhecido. Assim, considerando as lacunas existentes, este trabalho se prop0s a investigar em
modelo de ratos gonadectomizados, alteracdes na dissipacdo de calor e a participacdo dos

neurdnios KNDy na resposta de machos e fémeas.
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Objetivos

Objetivo Geral
Avaliar a dissipacdo de calor em modelo de ratos gonadectomizados e compararmos a
participacdo dos neurdnios KNDy nesta resposta, em machos e fémeas

Objetivos especificos

1) Comparar os efeitos da castragdo sobre a TST, Tabd, VO- e expressdao de NKB no ARC
de ratos machos e fémeas.

2) Awvaliar se a reposi¢do com E», em fémeas, T ou DHT, em machos, é capaz de prevenir
as alteracOes promovidas pela castracéo sobre os parametros metabolicos e a expressdo de NKB
no ARC de ratos machos e fémeas.

3) Avaliar o efeito da castracdo sobre a expressdo génica de NKB em ratas e ratos

Materiais e Métodos

1. Animais

Para realizar os experimentos propostos no presente estudo foram utilizados ratos Wistar
machos e fémeas. Os animais foram mantidos em caixas plasticas em grupos de quatro por
caixa (39 x 32 x 17 cm), em um ambiente de temperatura (22 = 1 °C) e luz (12:00 h claro /
12:00 h escuro; luzes acesas as 07:00 h) controlados, com agua e racdo ad libitum. As fémeas
tiveram seu ciclo acompanhado diariamente através da analise do esfregaco vaginal. Apenas as
fémeas que apresentaram 3 ciclos estrais regulares consecutivos foram incluidas no estudo. Os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
Experimentais da Universidade Federal de Minas Gerais (N°:262/2020).

2. Drogas e cirurgias

Para a realizacdo da ovariectomia, orquiectomia, implante do sensor de temperatura, e
perfusdo, os animais receberam isoflurano como anestesia inalatéria utilizando uma bomba de
infusdo vaporizadora de precisdo (Bonther, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Para a inducédo
anestésica realizamos a administragdo de 5%, posteriormente a concentragcdo anestésica foi
alterada para 2-1,5% para manter a sedacdo do animal até o final da cirurgia. Apos a cirurgia,
0s animais receberam tratamento profilatico com pentabiotico veterinario (2400 Ul/Kg, i.m.) e

analgeésico (Flunixina meglumina; 2,5 mg/Kg, s.c.)
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2.1. Cirurgias

2.1.1. Ovariectomia:

A ovariectomia foi realizada através da laparotomia bilateral. Apo6s anestesia, foi feita a
tricotomia e assepsia da regido lateral do abdémen. Um corte foi realizado na regido e, apos
incisdo do tecido muscular, o tecido adiposo foi exteriorizado para que se obtenha o0 acesso ao
ovario. A tuba uterina foi clampeada, o0 ovario removido e as incisdes no musculo e na pele

foram suturadas.

2.1.2. Orquiectomia:

Foi realizada através de uma incisdo na linha mediana dos testiculos, permitindo que os
tecidos subjacentes fossem divulsionados até a exposi¢do da tunica albuginea. O testiculo foi
entdo pressionado contra a abertura cirdrgica e outra incisao foi feita na tanica albuginea com
intuito de exteriorizar o testiculo, o epididimo e o funiculo espermatico. Logo apds, foi realizada
uma dupla ligadura no funiculo espermatico, o qual foi seccionando para retirada do testiculo.
O mesmo procedimento foi realizado com o testiculo contralateral. Apds excisdo de ambos 0s
testiculos, a incisdo da pele foi suturada

3. Implante do sensor de temperatura abdominal

Para insercdo do sensor de temperatura abdominal (dataloggers) foi realizado uma
tricotomia da regido abdominal, e posterior incisdo ventral mediana na pele, seguida de outra
incisdo na linha alba do musculo reto abdominal, possibilitando o acesso a cavidade abdominal.

Apos a insercdo do sensor (DLs; SubCue) o musculo e pele foram suturados.

4. Reposi¢do hormonal

Para reposicdo hormonal foram utilizadas capsulas de Silastic contendo E», dissolvido em
6leo de milho (6 pg/capsula/rata) ou somente 6leo, durante duas semanas. Cada animal recebeu
2 capsulas a0 mesmo tempo. As capsulas foram preenchidas com solugao de 180 pg/mL de E»
(41) e inseridas no tecido subcutaneo na regido do dorso do animal por meio de uma pequena
incisdo, sendo a mesma fechada posteriormente com sutura da pele. Os ratos receberam a
testosterona (0,25 mg/0,2mL/rato) ou di-hidrotestosterona (DHT) (0,25 mg/0,2mL/rato) por 7
dias (42).
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5. Mensuragéo da temperatura da pele da cauda (TST)

A TST foi mensurada com os animais acordados e em contensdo. O termossensor (serie
409-B,1 Yellow Springs Instruments) foi afixado na superficie dorsal da cauda, a 5 cm da base
mesma, e envolto com fita silver tape com intuito de isolar o termossensor e impedir que 0
mesmo meca a Tamb ao invés da TST (41). O termossensor foi conectado a um termémetro de
alta precisdo (modelo 4600 - Measurement Specialties). Os registros de temperatura foram

realizados em intervalos de cinco minutos, durante uma hora

6. Mensuragéo da temperatura corporal

A medida da temperatura corporal foi realizada por meio de dataloggers (DL) que foram
implantados na cavidade intraperitoneal, no mesmo dia da cirurgia de castracdo. Os DLs foram
previamente programados para aquisicdo de dados a cada 5 minutos. Ao término do
experimento os animais foram sacrificados, os DLs foram retirados e os dados de temperatura
foram coletados por download realizado por software especifico (SubCue). Tanto a
programacdo quanto o download dos dados foram realizados por cabos e softwares especificos

para 0s DLs (SubCue, Céanada).

7. Consumo de Oz (VOy)

As medidas do VO. foram realizadas utilizando o método de calorimetria indireta por meio
da respirometria aberta. Nesta metodologia, amostras do fluxo de ar de saida e de entrada da
camara foram realizadas por um analisador de gases (Gas Analyzer ML206, AdInstruments).
O VO foi calculado, entdo utilizando a formula de Frappell et al(43):

[Ve X (Fi02 — Fe02)]
1—Fio2
onde: Ve é ataxa de fluxo de entrada, FiO; é a fracdo de O2 na entrada; Fe O é a fracdo de O>

Vo2 =

na saida. O VO foi corrigido pela massa corporal em Kg.

8. Perfusdo e processamento do cérebro para imunohistoquimica

Os animais foram perfundidos através da aorta ascendente, com 50mL de tampdo fostato-
salina (PBS) heparinizado (5 Ul/mL), seguido de 300 mL de paraformaldeido (PFA) 4% em
tampéo fosfato (PB) 0,1 M, pH 7,4. Os cerebros foram pés-fixados em PFA 4% por 2h e
crioprotegidos em solucgéo de sacarose 30% em PB 0,1M a 4 °C. Em seguida, foram congelados

em isopentano 99% (CsH12), a —50 °C. Depois de congelados, os cérebros foram armazenados
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a—80 °C até o momento da obtencdo dos cortes em criostato. Quatro séries de sec¢des coronais
de 30 um do ARC foram obtidas de acordo com o atlas de Paxinos e Watson 2006(44) , para a
posterior realizagdo da imunohistoquimica por imunoperoxidase ou imunofluorescencia
conforme descrito anteriormente(41). A marcacdo para NKB foi realizada com o anticorpo
primario anti-NKB feito em coelho (Novus biotechne brand, EUA; diluicdo 1:10000). Como
anticorpo secundario, utilizamos o anti-lIgG de coelho biotinilado produzido em cavalo (BA-
1100; diluicdo 1:2.000; Vector Laboratories) por 2 h. Utilizamos como ligante para o anticorpo
secundario, um complexo avidina-biotina (Elite ABC kit, Vector Laboratories; dilui¢do 1:400),
e como cromdgeno, foi utilizado uma solucdo de Ni-DAB-HCI peroxidase (Ni, 25 mg/mL;
DAB, 0,2 mg/mL; H202, 0,03%). Fotomicrografias bilaterais de cerca de 4 sec¢bes de ARC
foram adquiridas utilizando a objetiva de 20x de um microscépio 6ptico acoplado a um sistema
de camera digital (Axiocam MRC e Axiovision SE64, Zeiss) para analise do nimero de
neurdnios imunorreativos para NKB no ARC. Esses neur6nios foram identificados pelos corpos
neuronais corados em preto. Esses corpos foram detectados e contabilizados bilateralmente em
cada seccdo de forma automatica usando as ferramentas de andlise e contagem de particulas de
acordo com a circularidade do programa Image J (ImageJ 1.48v, Wayne Rasband, National
Institutes of Health, EUA).

Para imunofluorescéncia de NKB, as se¢0es foram incubadas com um coquetel contendo
o0 anticorpo anti-NKB (Novus biotechne brand, EUA,; dilui¢do 1:2000), seguido de anticorpo
secundario anti-coelho IgG (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA; RRID: AB_2535792)
conjugado ao Alexa Fluor 488 (Life Technologies, EUA) a 1:1.000 por 2 h. As imagens foram
adquiridas em um sistema confocal (LSM 880 Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha; Image
Acquisition e Centro de Processamento, Universidade Federal de Minas Gerais) equipado com
uma objetiva de 40x - EC Plan-Neofluar. As imagens da pilha Z-stacks foram tiradas em
intervalos dpticos de 0,47 um através do ARC (1 pinhole AU). Para maximizar o ntimero dos
neuronios avaliados, os campos analisados foram selecionados com base na maior densidade
de neurdnios NKB-ir. As fotomicrografias foram utilizadas para a analise do didmetro dos
neurdnios NKB, identificados pelos corpos neuronais corados em verde. Ao encontrarmos o
maior comprimento de cada neurdnio, a partir da avaliagdo de todos os Z-stacks de cada campo
analisado, utilizamos o programa Image J (ImageJ 1.48v, Wayne Rasband, National Institutes
of Health, EUA), o qual foi calibrado (1jum corresponde a 6.7205 pixels) utilizando a régua de

calibracdo especifica para o sistema confocal (LSM 880 Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha).
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A partir dai, medimos o maior didmetro de cada neurénio presente nas fotomicrografias. Foram

analisados cerca de 120 neurdnios por grupo.

9. Transcrigéo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)

As amostra de ARC foram dissecadas para avaliacdo dos niveis de RNAm de NKB usando
metodologia previamente descrita (45). Ap6s a decapitacéo, os cérebros foram removidos e
congelados em gelo seco. Em seguida, seccGes coronais foram obtidas em criostato na
temperatura de —10°C para realizacdo de microdissec¢des pela técnica de “punch”, como
previamente descrito (46). O ARC foi dissecado em dois punches, utilizando-se uma agulha de
1,5 mm de didmetro, e entdo armazenados em -80°C. Os punches foram homogeneizados em
500 uL Tri-Reagent-LS (Life Technologies), utilizando uma seringa de 1 mL e armazenados
overnight em 4°C. RNAm total foi extraido adicionando mais 250 uL. Tri-Reagent-LS aos
eppendorfs contendo as amostras. 1 pg de RNAm foi convertido em cDNA utilizando-se 0 kit
Superscript 11 (Invitrogen). O cDNA sintetizado foi amplificado utilizando-se 4 uL de cDNA,
600 nM de cada primer, 10 pL do reagente SYBR Green agua DNase e RNase-free conforme
descrito pelo fabricante (kit Platinum® SYBR® GREEN gPCR SuperMix-UDG; Invitrogen
Life Technologies). Os ensaios foram realizados em um termociclador Appied Biosystems
7500 seguintes condicBes: 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C, seguido por 40 ciclos de 15 s a 95
°C; em seguida foi realizada analise da curva de dissocia¢do nas seguintes condi¢des: 1 min a
60 °C, 1 mina 95 °C, 1 mina 60 °C e 80 ciclos de 10 s a 55 °C, com aumento gradativo de 0,5
°C. A anélise da expressdo de RNAm foi feita pela comparacdo do nimero de cépias do RNAm
entre 0s grupos experimentais. O nimero de copias foi inferido de acordo com o numero
minimo de ciclos necessario para atingir um sinal de fluorescéncia superior ao nivel basal (CT).
A expresséo relativa do RNAmM NKB foi calculada pela equagéo 2-AACT (47), onde o ACT foi
determinado pela subtracéo dos valores de CT do gene de interesse e do respectivo Gapdh (gene
normalizador), e 0 AACT foi obtido pela subtragdo do valor de ACT de cada amostra pelo ACT
das amostras do grupo calibrador (determinado de acordo com 0s grupos experimentos de cada
estudo). A exponencial negativa na base 2 do valor de AACT forneceu a medida do niumero de
vezes que 0 RNAm NKB variou em rela¢do ao grupo calibrador.

Tabela 1: Genes e sequéncias de nucleotideos dos primers utilizados no RT-PRC tempo

real

Genes Primers NUmero de
acesso
Nkb Forward primer: 5’- ATAGGCCAGCAGTGCAGAAA-3’ NM_019162
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Reverse primer: 5’- AGCCAACAGGAGGACCTTG-3’

Gapdh Forward primer: 5-ACAGCCGCATCTTCTTGTGC-3" NM_017008

Reverse primer: 5-GCCTCACCCCATTTGATGTT-3’

10. Andlise estatistica

Os dados foram apresentados em média £+ EPM. As diferengas entre 0s grupos
experimentais foram determinadas por andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do

pos-teste de Sidak, P < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.

11. Planejamento experimental

Experimento 1: Efeito da castracdo sobre a TST, Tabd, VO2 e neuronios KNDy, em ratas
e ratos gonadectomizados.

Este experimento teve como objetivo investigar o efeito da retirada dos horménios
esteroides sobre a TST, Tabd e VO, em ratas e ratos gonadectomizados, além de avaliar
variagOes na imunorreatividade de NKB no ARC. Os animais com trés meses de idade foram
submetidos a habituacdo ao contensor diariamente durante quatro semanas em tempos
crescentes semanalmente (0,5; 1; 1,5; 1,5 horas). Posteriormente, todos os animais passaram
por cirurgia de implantacdo de sensores de temperatura. As fémeas foram divididas em 3 grupos
experimentais: 1) ratas na fase diestro do ciclo estral (Intact), 2) ratas OV X tratadas com 6leo
de milho (OVX+0) e 3) ratas OVX tratadas com E2 (OVX+ Ez). Os machos foram divididos
em 4 grupos experimentais: 1) Intactos (Intact); 2) ratos ORX tratados com 6leo de milho
(ORX+0); 3) ratos ORX tratados com T (ORX+T); 4) ratos ORX tratados com DHT
(ORX+DHT). O tratamento com E> foi feito via implante de 2 capsulas de silastic, as quais
foram implantadas no mesmo momento da gonadectomia e permaneceram até o0 momento da
eutanasia(41). Ja o tratamento com androgenos foi feito por via subcutanea por 7 dias anteriores
ao experimento (42). Quinze dias apds a cirurgia de gonadectomia foram realizadas as medidas
da TST e Tabd com os animais em contensdo, em temperatura ambiente (Tamb) de 24 + 0,5°C,
a qual foi registrada ao longo do experimento. Os dados foram registrados a cada cinco minutos
durante 1 hora, enquanto as medidas o VO, foram realizadas continuamente durante todo o

experimento. A partir dos dados obtidos, pudemos calcular o HLI, o qual foi determinado pela
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seguinte equagdo: HLI = (TST — Tamb) / (Tabd — Tamb). O HLI esta correlacionado com o
fluxo sanguineo e varia entre 0 (vasoconstricdo maxima da pele) e 1 (vasodilatacdo méxima da
pele) (48). Ao final do experimento os animais foram perfundidos, tiveram os cérebros retirados
para analise imunohistoquimica de NKB no ARC e o sangue coletado para dosagem de LH por
ELISA.

Experimento 2: Efeito da castracao sobre a expressado génica de NKB, em ratas e ratos
gonadectomizados

Para o experimento 2, realizamos o protocolo experimental similar ao descrito no
experimento 1. As fémeas foram divididas em 3 grupos experimentais: 1) ratas na fase diestro
do ciclo estral (Intact), 2) ratas OVX tratadas com 6leo de milho (OVX+0) e 3) ratas OVX
tratadas com E2 (OVX+ E2). Os machos foram divididos em 4 grupos experimentais: 1)
Intactos (Intact); 2) ratos ORX tratados com 6leo de milho (ORX+0); 3) ratos ORX tratados
com T (ORX+T); 4) ratos ORX tratados com DHT (ORX+DHT). Os animais foram
eutanasiados por decapitacdo, tiveram os cérebros retirados, e imediatamente congelados em
gelo seco para utilizacdo da técnica de punch do ARC e entdo armazenados em freezer -80°C

para posterior realizacdo do RT-PCR em tempo real.

Resultados

Experimento 1: Efeito da castracdo sobre a TST, Tabd, VO2 e neurdnios KNDy, em ratas
e ratos gonadectomizados.

Variagcdes na TST em ratas OV X tem sido relacionada ao hot flash, fenémeno observado
em mulheres durante a pré e pés-menopausa (7). Neste experimento, re-avaliamos o efeito da
castracdo sobre a TST, Tabd, VO2 e expressdo de NKB, afim de investigar se ha dimorfismo
sexual na promocdo da vasodilatacdo cutdnea modulada por neur6nios KNDy em machos e
fémeas. Como resultado, podemos observar que, apds a ovariectomia, 0s animais OVX
apresentaram aumento de peso corporal, em relacdo aos animais Intact (P < 0,05), como pode
ser visto na figura 1A. Conforme esperado, encontramos uma reducdo no peso do Utero em ratas
OVX (P < 0,001), o que foi prevenido pelo tratamento com E. (Fig. 1B). Consoante ao ja
descrito na literatura (49), e condizente com os dado de peso uterino, 0s animais OVX tém a
concentracdo de LH aumentada (P < 0,001), uma vez que ndo ha a acdo do E» exercendo o
feedback negativo sobre a secrecdo das gonadotrofinas; estes dados podem ser vistos na figura
1C. Em conjunto, os dados de peso de Utero e LH validam o modelo utilizado de faléncia

estrogénica ap0os a ovariectomia e a eficacia do tratamento com Ez Ao avaliarmos o VO2, na
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figura 1D, ndo encontramos diferenca significativa entre os grupos, o que sugere que, apés 15
dias de OVX, os animais ndo apresentam alteracbes metabdlicas basais.
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Figura 1: Efeito da ovariectomia sobre pardmetros metabolicos, peso do Utero e secre¢do de horménio luteinizante
(LH) de ratas (A-D). Ratas com ciclo estral regular foram utilizadas na fase de diestro (Intact; n = 5) ou foram
ovariectomizadas (OVX) e tratadas através de implantes de capsulas subcutaneas (s.c.) contendo 6leo de milho
(OVX; n=4) ou 17p-E2 (OVX+ E2; n = 6). Os experimentos foram realizados 15 dias apds a cirurgia. (A) Peso
corporal. *P < 0,05 OVX versus Intact. (B) Peso do Utero. ***P < 0,001 OVX comparado a OVX+E; e Intact. (C)
Niveis plasmaticos de LH. ***P < 0,001 OVX comparado a OVX+E; e Intact (D) Consumo de Oxigénio (VO,)
obtido através de método aberto de respirometria. Nao houve diferenca significativa. Dados representados como
média + SEM. Diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA de uma via seguido pelo pds-teste de
Sidak.

Ao longo de todo periodo experimental, o qual contou com 60 minutos, a TST dos trés
grupos experimentais, Intact; OVX e OVX+ E», permaneceu relativamente constante, como
exibido na figura 2A. A retirada do E> promoveu um aumento na dissipagéao de calor, visto pelo
aumento na TST no grupo OVX (P <0,001), ademais, nota-se que o tratamento com E> (OVX+
E>) foi capaz de prevenir esse quadro, retornando a TST a niveis semelhantes ao animal intacto
(Fig. 2B), evidenciando o efeito do E> sobre a vasodilatagdo periférica. No entanto, ndo foram

observadas alteracdes na Tabd em nenhum dos grupos experimentais (Fig. 2C). A figura 2D
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mostra o HLI aumentado no grupo OVX (P < 0,001), indicando aumento de dissipacao de calor

pela pele da cauda, e, novamente, o E> preveniu este efeito nas ratas OV X+ Eo.
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Figura 2: AlteragBes na temperatura da pele da cauda (TST) em ratas ovariectomizadas (OVX) e os efeitos da
reposicao de estradiol (E2). (A-D). Ratas com ciclo estral regular foram utilizadas na fase de diestro (Intact; n =
5;) ou foram OV X e tratadas através de implantes de capsulas subcutaneas (s.c.) contendo éleo de milho (OVX; n
=4) ou 17B- Ez (OVX+ E2; n = 6). (A) Exemplos do perfil de TST medida apés 15 dias de OV X, a cada 5 minutos,
por um periodo de 60 minutos. (B) Valores médios de TST. ***P < 0,001 OVX comparado a OV X+ E; e Intact.
(C) Média da temperatura abdominal (Tabd). N&o houve diferenca significativa. (D) Indice de perda de calor
(HLI), ***P < 0,001 OVX comparado a OV X+ E; e Intact. Dados representados como média + SEM. Diferencas
estatisticas foram determinadas por ANOVA de uma via seguido pelo pds-teste de Sidak.

A retirada de E> leva ao aumento da expressao génica de NKB em mulheres durante a pds
menopausa (24). Neste estudo, encontramos resultados semelhantes em ratas OVX.
Fotomicrografias representativas dos 3 grupos experimentais Intact; OVX; OVX+ E» estdo
representadas na figura 3 (A-C). Ao analisarmos a expressdo do peptideo NKB no ARC por
imunoperoxidase, a ovariectomia aumentou o nimero de neur6énios imunorreativos para NKB

(P < 0,05), e o tratamento com E> preveniu esse efeito, no grupo OVX+ E». Ainda, a TST
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mostrou-se positivamente correlacionada ao ndmero de neurénios NKB-ir, com maior TST

associada a um maior nimero de neurénios (P < 0,01).
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Figura 3: Acdo inibitoria do estradiol (Ez) sobre a expresséo de neurocinina B (NKB) no nlcleo arqueado (ARC)
e dissipacgdo de calor em ratas. (A-C). Ratas com ciclo estral regular foram utilizadas na fase de diestro (Intact; n
= 5) ou foram ovariectomizadas (OVX) e tratadas através de implantes de capsulas subcutaneas (s.c.) contendo
6leo de milho (OVX; n=4) ou 17B- E» (OVX+ Ez; n = 6). O experimento foi realizado 15 dias ap6s a_ ovariectomia.
Marcacdo imunohistoquimica de NKB no ARC de ratas Intactas (A), OVX (B) e OVX+ E; (C). (D) Nimero de
neurdnios imunorreativos (ir) 8 NKB por secc¢do. *P < 0,05 OV X comparado a_Intact e OVX+E2. (E) Correlagao
positiva (r = 0,69; P < 0,01) entre o nimero de neurdnios NKB-ir e o indice de perda de calor (HLI). 3V, terceiro
ventriculo. Escala 100pum (A-C), 20um (maior aumento). Dados representados como média + SEM. Diferengas
estatisticas foram determinadas por ANOVA de uma via seguido pelo pds-teste Sidak.
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A figura 4 apresenta os resultados obtidos a partir da analise da microscopia confocal
da imunofluorescéncia para NKB no ARC. As figuras 4 A-C apresentam as fotomicrografias
representativas dos 3 grupos experimentais, Intact, OVX e OVX+ E>. Notamos que o Ez age
de maneira inibitdria sobre didmetro dos neurdnios imunorreativos para NKB, uma vez que,
ratas OV X apresentam um aumento deste parametro (P < 0,01), enquanto que o tratamento com
E> mantem o didmetro desses neurdnios em valores semelhantes ao visto no grupo Intact. Ainda,
a TST dos animais apresenta correlacdo positivamente com o didametro dos neurénios NKB-ir
do ARC, ou seja, quando maior o diametro do neurdnio maior a dissipacéao de calor pela cauda,
(P <0,001). De modo Interessante, esta correlacdo apresentou maior coeficiente de linearidade
(r=0,83) do que a obtida na correlagcdo com o nimero de neurénios NKB-ir (Fig. 3E, r = 0,69).
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Figura 4: Estradiol (E2) reduz o didmetro dos neur6nios de neurocinina B (NKB) no nucleo arqueado (ARC) e
dissipacdo de calor em ratas. (A-C). Ratas com ciclo estral regular foram utilizadas na fase de diestro (intact; n =
5) ou foram ovariectomizadas (OVX) e tratadas através de implantes de capsulas subcutaneas (s.c.) contendo dleo
de milho (OVX; n = 4) ou 17B- E» (OVX+ E; n = 6). O experimento foi realizado 15 dias ap6s a_ovariectomia.
Imagens confocais Z-stack ilustram neurénios (ir) para NKB no ARC de ratas de ratas Intactas (A), OVX (B) e
OVX+ E; (C). (I-1V) Plano confocal mostrando corpo de neurbnios NKB. (D) Diametro de neurdnios
imunorreativos (ir) a NKB por sec¢do. *P < 0,01 OVX comparado a_Intact e OVX+ E,. (E) Correlacdo positiva (r
=0.83; P <0,001) entre o didmetro de neurdnios (ir) para NKB e temperatura da pele da cauda (TST) Escala 50um
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(A-C), 10um (maior aumento). Dados representados como média + SEM. Diferengas estatisticas foram
determinadas por ANOVA de uma via seguido pelo pds-teste Sidak.

Nos machos, a orquiectomia ndo alterou o peso corporal dos animais ORX em relagdo
aos demais grupos (Fig. 5A). Como esperado, a ORX reduziu o peso da prostata (P < 0,001), e
vesicula seminal (P < 0,001), visto nas figuras 5 B e C, respectivamente. Ainda, os ratos ORX
apresentaram aumento nos niveis de LH (P < 0,001) em relagdo aos demais grupo. No entanto,
sua concentracao foi restabelecida aos niveis pré-gonadectomia nos ratos ORX+T e ORX+DHT
(Fig. 5D). Estes dados demonstram a eficacia do modelo de gonadectomia em machos e
reposicdo com androgenos utilizados em nosso estudo. Assim como nas fémeas, a orquiectomia

ndo alterou o consumo de O2 nos ratos ORX em relacdo aos outros grupos estudados, (Fig. 5E).
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Figura 5: Efeito da orquiectomia sobre pardmetros metabdlicos e hormonais em ratos. Ratos foram mantidos
Intactos (Intact; n = 5); ou foram orquiectomizados (ORX) e tratados durante 7 dias antes do experimento com
injecOes subcutaneas (s.c.) diarias de 6leo de milho (ORX; n = 5), ou testosterona (ORX+T; n = 6) ou
dihidrotestosterona (ORX+DHT; n = 6). O experimento foi realizado 15 dias apds a cirurgia. (A) Peso corporal.
N&o houve diferenca significativa. (B) Peso da prdstata. ***P < 0,001 comparado aos demais grupos. (C) Peso da
vesicula seminal. ***P < 0,001 comparado aos demais grupos. (D) Niveis plasmaticos de LH ***P < 0,001
comparado aos demais grupos. (E) Volume de O, consumido obtido através de método aberto de respirometria.
N&o houve diferenca significativa. Dados representados como média = SEM. Diferencas estatisticas foram
determinadas por ANOVA de uma via seguido pelo pés-teste de Sidak.
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O efeito da ORX sobre a vasodilatacdo da pele da cauda pode ser visto na figura 6.
Mensuramos a TST de 4 grupos experimentais Intact, ORX, ORX+T e ORX+DHT. Na figura
6A, trazemos exemplos de perfis de resposta ao longo do experimento. A ORX levou ao
aumento da TST (P < 0,05), por sua vez, o tratamento tanto com T quanto com DHT foi capaz
de impedir esse quadro nos ratos ORX+T e ORX+DHT, respectivamente (Fig. 6B). Similar ao
que acontece nas fémeas, a Tabd dos machos também ndo sofreu alteragdo em nenhum dos
grupos estudados (Fig. 6C). Entretanto, o HLI apareceu aumentado ap6s a orquiectomia, e 0
tratamento com andrégenos nos grupos ORX+T e ORX+DHT retornou o HLI a valores

similares aos dos animais Intact (Fig. 6D).
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Figura 6: AlteracBes na temperatura da pele da cauda (TST) em ratos orquiectomizados (ORX) e os efeitos do
tratamento com andrégenos. Ratos foram mantidos Intactos (Intact; n = 5); ou foram ORX e tratados durante 7
dias antes do experimento com injecdes subcutaneas (s.c.) de 6leo de milho (ORX; n = 5), testosterona (ORX+T;
n = 6) ou dihidrotestosterona (ORX+DHT; n = 6). O experimento foi realizado 15 dias apés a cirurgia. (A) Valores
de TST medida a cada 5 min durante um periodo de 60 minutos. (B) Valores médios de TST. *P < 0,05 ORX
comparado aos demais grupos. (C) Média da temperatura corporal. N&o houve diferenca significativa. (D) indice
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de perda de calor. *P < 0,05 ORX comparado aos demais grupos. Dados representados como média + SEM.
Diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA de uma via seguido pelo pds-teste de Sidak.

A figura 7 (A-F) apresenta os efeitos da orquiectomia sobre o nimero de neurénios
NKB-ir no ARC. As micrografias representativas dos 4 grupos experimentais, Intact; ORX;
ORX+T e ORX+DHT, sdo apresentadas na figura 7(A-D). O numero de neurbnios positivos
para NKB de ratos tratados com andrdgenos, visto pelos grupos ORX+T e ORX+DHT, aparece
reduzido em relagdo aos grupos ORX e Intact (P < 0,001) (Fig. 6-E). Diferentemente das
fémeas, ndo encontramos correlacdo entre 0 nimero de neurdnios NKB-ir no ARC e a TST

(Fig. 6-F).

Al

¢ | - Intact

A 3V T ‘ 3V
S e e
5 e 0 %3 % [: 'ﬂ»_.’
i h %1 &LJ,V
E 80— F 1001 @ Intact ® ORX+T
s & © ORX O ORX+DHT
B 60 o B 807
s - o
e 40— *kk  kkk § ® ®
3 = e® 0°
2 ®| o o D 404 o)
3 o s | _ceg—
g %] & 20- O g P=060
=z X &, r=012
< e Xedlo)
0 | [ [ 0 T T T T 1

26 28 30 32 34 3

I
Y o K K
R
& o Oq:\;) Q:F(O Tail skin temperature (°C)

Figura 7: Inibi¢do de neurocinina B (NKB) no nicleo arqueado (ARC) de ratos orquiectomizados (ORX) tratados
com andrdgenos. (A-D) Ratos foram mantidos Intactos (Intact; n = 5); ou foram orquiectomizados e tratados
durante 7 dias com inje¢do subcutanea (s.c.) de éleo de milho (ORX; n = 5), testosterona (ORX+T; n = 6;) ou di-
hidrotestosterona (ORX+DHT; n = 6). Marcacdo imunohistoquimica de NKB no ARC de ratos Intact (A), ORX
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(B) e ORX+T (C) e ORX+DHT (D). (E) NUmero de neurdnios por sec¢do imunorreativos (i.r.) para NKB. ***P
< 0,001 Intact; ORX versus ORX+T e ORX+DHT. (F) Correlagdo entre 0 nimero de neurénios NKB-ir e a
temperatura da pele da cauda (TST). 3V, terceiro ventriculo. Escala 100um (A-C), 20pum (maior aumento). Dados
representados como média £ SEM. Diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA de uma via seguido
pelo pés-teste de Sidak.

O efeito da orquiectomia sobre didmetro dos neurénios NKB-ir é exibido na figura 8.
Fotomicrografias de cada grupo experimental, obtidas através de analise confocal de
imunofluorescéncia para NKB no ARC de machos estdo representadas na figura 8 (A — Intact;
B — ORX; C — ORX+T e D — ORX+DHT). Nota-se que a deplecdo dos niveis andrégenos
aumentou o didmetro dos neurénios NKB em relacdo aos demais grupos (P < 0,001). O
tratamento com T ou DHT preveniram igualmente este efeito. Encontramos também uma
correlacdo positiva (r = 0,69; P < 0,001) entre o diametro de NKB -ir e TST, ou seja, quanto

maior o tamanho do neur6nio, maior a dissipagéo de calor.
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Figura 8: Aumento no didmetro dos neur6nios de neurocinina B (NKB) no ntcleo arqueado (ARC) ap6s a retirada
dos andrégenos. (A-F). Ratos foram mantidos Intactos (Intact; n = 5); ou foram ORX e tratados durante 7 dias com
injecdo subcutanea (s.c.) de 6leo de milho (ORX; n = 5), testosterona (ORX+T; n = 6) ou di-hidrotestosterona
(ORX+DHT; n = 6;). (A-D) Imagens confocais Z-stack ilustram neurdnios (ir) para NKB no ARC de ratas de e
ratos Intact (A), ORX (B) e ORX+T (C) e ORX+DHT (D). (E) Didmetro de neurdnios imunorreativos (ir) para
NKB. ***P < 0,001 ORX comparado aos demais grupos. (F) Correlacdo positiva (r = 0,69; P < 0,001) entre o
didmetro de neurdnios (ir) para NKB e temperatura da pele da cauda (TST). Escala 50pum (A-C), 10um (maior
aumento). Dados representados como média + SEM. Diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA de
uma via seguido pelo pds-teste Sidak.
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Experimento 2: Efeito da castracdo sobre a expressao génica de NKB, em ratas e ratos
gonadectomizados

Diante dos dados obtidos anteriormente, a gonadectomia foi capaz de aumentar o diametro
dos neurdnios NKB-ir tanto em fémeas quanto em machos. Entdo o proximo passo foi
avaliarmos o efeito dos esteroides sexuais na expressdo génica desse neuropeptideo no ARC de
ratos machos e fémeas, e o resultado esta exibido na figura 9. Nas fémeas, ndo houve diferenca
nos niveis de RNAm de Nkb entre ratas INT e OV X, entretanto o tratamento com E> nas ratas
OVX+E2 reduziu os niveis de Nkb em relagdo aos demais grupos (P <0,05). De maneira similar,
nos machos a orquiectomia também nao alterou a expressao de Nkb no ARC de ratos ORX em
comparagdo aos animais intactos, mas os tratamentos com T e DHT nos grupos ORX+T e
ORX+DHT, respectivamente, reduziram significativamente os niveis de RNAm de Nkb em
relacdo aos ratos INT e ORX (P < 0,05).
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Figura 9: Esteroides gonadais reduzem RNAm para NKB no ARC de fémeas e machos. As fémeas com ciclo
estral regular foram utilizadas na fase de diestro (Intact; n = 5) ou foram ovariectomizadas (OVX) e tratadas através
de implantes de capsulas subcuténeas (s.c.) contendo 6leo de milho (OVX; n =5) ou 17B- E2 (OVX+ Ez; n =7).
Os machos foram mantidos Intactos (Intact; n = 6); ou foram orquiectomizados (ORX) e tratados durante 7 dias
com injecéo subcutanea (s.c.) de 6leo de milho (ORX; n = 6), testosterona (ORX+T; n = 5) ou di-hidrotestosterona
(ORX+DHT; n =5;). O experimento foi realizado 15 dias ap6s a gonadectomia. (A) Expressao génica para NKB
em fémeas. * P < 0,05 Intact; ORX versus OVX+ E,. (B) Expressdo génica para NKB em machos. * P < 0,05
Intact; ORX versus ORX+T e ORX+DHT. Dados representados como média + SEM. Diferencas estatisticas foram
determinadas por ANOVA de uma via seguido pelo pos-teste Sidak.
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Discussao

Para avaliarmos os efeitos da gonadectomia sobre a dissipacdo de calor e a participacéo
dos neurdnios KNDy nesta resposta, realizamos a castragdo de ratos machos e fémeas,
posteriormente mensuramos a TST e avaliamos a expressédo de NKB do ARC desses animais.
Constatamos que, a retirada dos hormonios gonadais E», T e DHT, causa aumento da dissipagao
de calor pela cauda, sendo os primeiros a mostrar este fendbmeno em machos. Ademais, ao
avaliarmos a expressdo do peptideo NKB, encontramos aumento no nimero de neurdnios (ir)
para NKB em fémeas, ap0s a ovariectomia; e ainda, aumento do didmetro desses neurdnios,
efeito este positivamente correlacionados ao aumento da TST, evidenciando a participacdo do
E2 sobre a via de dissipacéo de calor. Ja em machos, diferentemente das fémeas, a orquiectomia
ndo alterou o ndmero de neurdnios imunorreativos para NKB em relacdo ao grupo Intact,
porém, o tratamento com andrégenos foi capaz de reduzir este parametro em relacéo aos grupos
Intact e ORX. No entanto, o grupo ORX apresentou um aumento significativo no diametro
desses neurdnios, em relacdo aos demais grupos dados estes também correlacionados
positivamente com o aumento da TST. A analise de RT-PCR em tempo real mostrou que 0s
esteroides gonadais E», T e DHT reduzem a expresséo génica de NKB em relagdo aos animais
intactos e gonadectomizados. Em conjunto, os dados deste trabalho apoiam a hipotese da
participacdo dos neurdnios KNDy sobre a dissipacdo de calor em resposta a retirada dos
hormdnios gonadais, tanto em machos quanto em fémeas.

Embora descrito na literatura que o E» atua reduzindo a ingestdo alimentar e como
consequéncia, reduzindo o peso corporal (50, 51), neste trabalho ndo encontramos diferenca
significativa no peso corporal entre animais OV X e OV X+ E», dados semelhantes aquele visto
por Marques et al, 2017 (52). No entanto, o grupo OV X apresentou aumento de peso em relacéo
aos animais Intact. Dados anteriores (53, 54) mostram que a modulacéo do peso corporal de
fémeas, pelo E> é dependente da dose, o que nos leva a crer que, a dose que utilizamos neste
trabalho foi capaz de prevenir parcialmente o ganho de peso, uma vez que o grupo OVX+ E
tambeém ndo se difere do grupo Intact.

Utilizamos a medida de VO com intuito de avaliar se a ovariectomia é capaz de alterar o
metabolismo basal, no entanto, ndo encontramos diferengas entre os grupos analisados, dados
consistentes com a literatura (52). Ratas OV X tém a reducdo do peso uterino e aumento da
concentragdo plasmatica de LH, assim como ja descrito pelo nosso grupo de pesquisa (41),

efeitos estes, prevenidos com o tratamento com E, validando o tratamento hormonal com E>.
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Independentemente da temperatura ambiente de exposigdo, a regulacdo da temperatura
corporal em ratos e humanos, se da através da Integragdo de mecanismos comportamentais e
autondmicos, como por exemplo, a ativacdo de vias de dissipacdo de calor através da
vasodilatacdo cuténea (55, 56). No entanto, dados da literatura evidenciam que a reducao dos
niveis de E>, em mulheres, durante a peri e pds-menopausa é capaz de causar um distdrbio na
termorregulagéo hipotalamica, gerando os hot flashes(57). Tendo em vista que a vasodilatagdo
cutanea € um sintoma marcante nos episédios de hot flash, estudos anteriores utilizaram este
parametro para desenvolver modelos animais para estudar este fenébmeno. Em ratos, a cauda é
a caracterizada por uma elevada razéo superficie/volume, auséncia de pelos, densa rede de
vasos sanguineos sendo por isto especializada na troca de calor com o meio ambiente(48).
Sendo assim, ao medirmos a temperatura da pele da cauda, estamos mensurando indiretamente
a dissipacao de calor (49, 58).

Fémeas mantidas a temperatura ambiental de 24°C, a TST aparece aumentada, no grupo
OVX, em relacdo aos demais grupos, Intact e OV X+ E, indicando aumento de dissipacao de
calor pela pele da cauda, similar ao visto em trabalhos prévios (41, 54). Williams et al.(58), ao
avaliarem a dissipacdo de calor pela cauda, observaram gue durante a noite do proestro, fase de
maior concentragdo de E, a TST aparece reduzida, e o tratamento com E> de ratas OVX
também reduz TST. Em nosso trabalho, obtivemos dados semelhantes, uma vez que, 0
tratamento com E> reduziu a TST a valores semelhantes aos animais em diestro (Intact),
corroborando entdo, com dados anteriores da literatura, o que reforca a ideia de que esta resposta
de vasodilatacdo é secundaria a retirada abrupta do esteroide gonadal. Ao avaliarmos Tabd, ndo
encontramos diferencas entre 0os grupos estudados, assim como visto anteriormente (39, 58).
Dacks et al.(59), provaram a hipo6tese de que a retirada do E> ativaria a vasodilatacdo da pele
da cauda em temperaturas ambientes mais baixas, deslocando a zona termoneutra. Em
conjunto, os dados da TST e Tabd encontrados neste trabalho, apoiam essa hipotese de que as
vias termorreguladoras hipotalamicas, na auséncia do E, estdo “mais sensiveis”,
desencadeando a ativacédo de efetores de dissipacdo de calor (39, 60).

A estreita relacdo temporal entre os pulsos de LH e os hot flashes sugere que o gatilho para
este fendbmeno envolve a secrecdo pulsatil de GnRH e as vias que controlam efetores de
dissipacéo de calor. Os neurénios KNDy parecem ser mediadores da resposta térmica a retirada
de esteroides gonadais. Neste trabalho, observamos aumento do ndmero de neurbnios
imunorreativos para NKB apds a ovariectomia, e também aumento do tamanho destes

neurénios, demonstrando uma hipertrofia dos neurénios KNDy po6s castragdo em modelo de
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roedores, dados estes que corroboram com achados anteriores em mulheres na p6s-menopausa
e macacas OV X (26), o que sugere 0 aumento da atividade dos neurdnios KNDy ap0s a retirada
do E>. Rance e Young, (24) mostraram que, em mulheres na pds-menopausa 0s neuronios
hipertrofiados apresentavam aumento da expressao genica para NKB. Posteriormente, 0 mesmo
grupo de pesquisa, também observou esse aumento na expressao génica de NKB em ratas OV X
(33), dados que contradizem os achados deste trabalho, onde ndo observamos alteracdo na
expressao génica de NKB apds a ovariectomia, no entanto, o tratamento com E> levou a reducéo
deste parametro, em relacdo aos animais OV X e Intact. Os achados de Rance et al.(33), foram
obtidos a partir de hibridizacéo in situ e o tempo de tratamento foi de 2 meses, enquanto que,
neste trabalho, utilizamos PCR-RT e os animais foram tratados por 2 semanas. Sendo assim, as
técnicas utilizadas e o tempo de tratamento, poderiam vir a justificar a divergéncia nos
resultados. Navarro et al. (61) ao avaliarem RNAm total para NKB, constaram o efeito
inibitério do E» sobre a expressao génica, similar ao visto neste trabalho, ademais, a expressdo
de NKB varia ao longo do ciclo estral, e; parece estar mais baixa durante na tarde do proestro,
quando os niveis circulantes de E; estdo altos. Como neste trabalho utilizamos animais intactos
durante a fase diestro do ciclo estral, fase com baixos niveis de Ez, ndo encontramos diferenca
significativa entre o grupo Intact e OVX; diante do exposto, talvez se tivéssemos utilizado
animais em proestro, poderiamos ter encontrado resultados diferentes do aqui expostos.
Diferentemente das mulheres, em homens, a queda dos hormdnios gonadais ocorre de
maneira gradual (62), o que contribui para o ndo aparecimento dos hot flashes. No entanto,
pacientes durante o tratamento de cancer de prostata, apresentam alta incidéncia de sintomas
vasomotores (11), o que nos levou a investigar o surgimento do fenémeno também em machos.
Neste trabalho, a orquiectomia ndo alterou o peso corporal dos animais. J& é sabido que, a
reducdo dos niveis de T ocasiona a diminuicdo do peso corporal uma vez que, ocorre perda de
massa muscular (63), no entanto, a T também é capaz de aumentar a adiposidade (64), efeitos
estes, dependentes do tempo de castracdo(65). Como nossos experimentos foram feitos apos 15
dias de castracdo, o tempo poderia justificar a falta de diferenca significativa, mas como néo
avaliamos massa muscular e adiposidade, ndo podemos discorrer do efeito da T sobre o peso
corporal.
Como esperado, a orquiectomia reduziu o peso da vesicula seminal, prdstata e aumentou
o0s niveis de LH, efeitos estes, todos prevenidos pelo tratamento com androgenos, a niveis
semelhantes aos animais intactos, sugerindo que a dose utilizada é compativel aos niveis

fisioldgicos. Ademais, nossos dados revelam que, de maneira similar ao que vimos em fémeas,
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a retirada dos hormonios gonadais ndo alterou VO2, assim como visto anteriormente por
Marques et al.(66), 0 que sugere que a orquiectomia ndo altera o metabolismo basal, apds o
periodo estudado .

De maneira inédita, mostramos que a retirada dos horménios gonadais, T e DHT ocasionou
0 aumento da TST dos animais, indicando aumento da dissipagéo de calor induzida pela retirada
abrupta dos esteroides. Resultados semelhantes foram obtidos anteriormente por Yuzurihara et
al. (67) os quais induziram o aumento da TST usando CGRP, e notaram que, ratos ORX
apresentaram maior TST do que ratos tratados com placebo, e a T foi capaz de prevenir esse
quadro. Até o dado momento, ndo ha pesquisas que avaliaram a TST em diferentes temperaturas
em machos. Partindo do pressuposto que, assim como em fémeas, a retirada dos horménios
gonadais também desloca da zona termoneutra para temperaturas mais baixas, e observando o0s
dados encontrados neste trabalho, podemos sugerir que, em machos as vias de dissipacédo de
calor também sdo ativadas a partir da exposicdo a temperaturas mais baixas, quando
comparadas aos animais tratados com T ou DHT. Isto evidencia a participacdo dos esteroides
gonadais no controle da temperatura corporal. Ndo encontramos diferenca em relacdo aos
grupos estudados quando avaliamos Tabd, dados condizentes com vistos anteriormente (66).

Ao avaliarmos o nimero de neur6nios - ir para NKB no ARC, ndo encontramos diferenca
entre os animais Intact e ORX. No entanto, o tratamento com T e DHT foi capaz de reduzir o
namero de NKB em relagéo aos animais ORX. Embora néo tenha correlagéo entre neurdnios
NKB-ir e TST, a imunohistoquimica revelou o aumento do didmetro desses mesmos neurdnios
apos a castracao, e a reposicdo hormonal foi eficiente para prevenir esse quadro. A partir desses
dados, encontramos uma correlagdo positiva entre didmetro de neurdnios NKB-ir e TST,
sugerindo que, em machos, nessas circunstancias, a hipertrofia dos neurdnios seria 0 melhor
parametro para avaliar a acdo dos esteroides sexuais no mecanismo de feedback.

Por fim, avaliamos a expressdo génica de Nkb, e similar ao que vimos em fémeas,
reducdo dos hormonios gonadais, resultante da castracéo, ndo altera a expressdo de RNAm para
Nkb em relagéo aos animais Intact, no entanto, o tratamento tanto com T quanto com DHT
reduziu a expressao génica de Nkb. Danzer et al (35) utilizando hibridizacgao in situ, observaram
0 aumento da expressdo génica de NKB no ARC de animais ORX em relac¢do ao grupo Intact
e tratado com T, dados que corroboram parcialmente com os nossos. Tal divergéncia pode ser
justificada pelo uso de técnicas diferentes, e 0 tempo de duracédo do tratamento, o qual foi mais

longo que o utilizado em nosso estudo.
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Conclusodes

Os esteroides gonadais, E», em fémeas; T e DHT, em machos, participam da dissipagado
de calor pela cauda, e séo capazes de gerar alteragdes sobre os neur6nios NKB-ir. Nossos dados
evidenciam o efeito inibitorio dos esteroides gonadais sobre a expressao génica de Nkb, tanto
em machos, quanto em fémeas, além de sugerir que o0 mecanismo neuroenddcrino que
desencadeia o fendmeno de hot flashes depende da ativacdo dos neurénios KNDy em ambos 0s
sexos, sendo a hipertrofia destes neurdnios o indice mais fidedigno de seu aumento de funcdo em

condicdes de deficiéncia de esteroides sexuais.
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