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RESUMO

O pico na secrecdo de hormonio luteinizante (LH) é um evento chave para a ovulagao e
fertilidade em fémeas. A liberacdo do LH esta sob o controle do estradiol (E,) através de
mecanismos de retroalimentagdo negativa e positiva que parecem envolver,
respectivamente, o nlcleo anteroventral periventricular (AVPV) da area pré-Optica
(POA) e no nucleo arqueado do hipotadlamo (ARC). Neste trabalho, investigamos se
AVPV e ARC responderiam de forma diferenciada a niveis de E, que exercem efeitos
de retroalimentagdo negativa ou positiva. Para isto, foram utilizadas ratas ciclando em
diestro (DI) ou proestro (PRO) e ratas ovariectomizadas (OVX) tratadas com 6leo ou
diferentes doses de E, (OVX+E;). No experimento 1, foram feitas coletas seriadas de
sangue das 13:00 h as 18:00 h, para anélise dos niveis de E,, LH e prolactina (PRL).
Apos a Ultima coleta, as ratas foram perfundidas e os cérebros processados para anélise
imunohistoquimica. No experimento 2, as ratas foram decapitadas e POA e ARC foram
dissecados para analise do RNAm de Kissl, Esrl e Esr2. Os niveis plasmaticos de E; se
encontraram aumentados no PRO. Os tratamentos com E, aumentaram o E, plasmatico,
sendo 0s niveis encontrados em ratas tratadas com dose de 20 pg/rata/dia de E,
(OVX+E>20) semelhantes aos do PRO. Ratas em PRO exibiram o pico preovulatorio de
LH, o qual foi replicado em ratas OVX+E»20. Por outro lado, ratas tratadas com 1
pg/rata/dia de E; (OVX+E,1) apresentaram reducdo dos niveis de LH em relacdo a ratas
OVX. Todas as doses de E; utilizadas foram capazes de promover um pico de secre¢édo
de PRL, semelhante ao pico do PRO. Consistente com a ocorréncia do pico de LH, a
expressdo de receptor para progesterona (PR) e c-Fos no AVPV aumentou apenas nas
ratas em PRO e OVX+E,20. No ARC, em contrapartida, ambas as doses de E2 nas ratas
OVX+E;1 e OVX+E,20 induziram aumento da marcagdo de PR, aumento da expressao

de PR em neurbnios kisspeptina e reducdo do nimero de neurbnios Kisspeptina-



imunorreativos (ir), a semelhanca de ratas em DI e PRO. A porcentagem de neurdnios-ir
a receptor para estrogeno do tipo alfa (ERo) foi aumentada no AVPV de ratas
OVX+E;»20. O RT-PCR revelou um efeito dose-resposta do E, sobre 0 RNAm de Kiss1,
com aumento na POA e diminuicdo no ARC. Ainda, o ARC apresentou maior
expressdo de Esrl em comparagdo ao AVPV em ratas OVX+E,1 e maior razdo
Esrl/Esr2, independente do nivel de E,. Os resultados demonstram que neurdnios do
ARC e AVPV respondem a baixos e altos niveis de E;,, respectivamente. Baixos niveis
de E; inibem, enquanto altos niveis estimulam a secrecéo de LH. Assim, a diferenca de
sensibilidade ao E; no ARC e AVPV parece exercer um importante papel na génese dos

efeitos de retroalimentacao negativa e positiva sobre a secrecdo de LH.

Palavras-chave: estradiol, hormonio luteinizante, ndcleo anteroventral periventricular,

nucleo arqueado, Kisspeptina, prolactina.



ABSTRACT

The preovulatory surge of luteinizing hormone (LH) is a key event responsible for
ovulation and fertility in females. LH secretion is under estradiol (E,) control, through
negative and positive feedback mechanisms that seem to evolve, respectively, the
anteroventral periventricular nucleus (AVPV) of the preoptic area (POA) and the
arcuate nucleus of the hypothalamus (ARC). Here, we investigated whether the AVPV
and the ARC would respond differently to negative and positive feedback levels of E,.
We used cycling rats on diestrus (DI) or proestrus (PRO) and ovariectomized (OVX)
rats treated with oil or E, (OVX+E,) in different doses. In experiment 1, serial blood
collection was performed from 13:00 h to 18:00 h, in order to analyze E,, LH and
prolactin (PRL) levels. After the last blood sampling, rats were perfused and the brains
were processed for immunohistochemistry. In experiment 2, rats were decapitated and
the POA and ARC were dissected for Kissl, Esrl and Esr2 mRNA analysis. Plasma E;
levels were elevated in PRO. E; treatments increased plasma E; levels, with rats treated
with 20 pg/rat/day (OVX+E,20) displaying similar values to PRO. Rats on PRO
exhibited the preovulatory LH surge, which was replicated in OVX+E,20 rats. On the
other hand, rats treated with 1 pg/rat/day E, (OVX+E,1) showed only a decrease in LH
levels compared to OVX rats. All E; doses were able to promote surges of PRL
secretion, likewise PRO. Consistent with the occurrence of the LH surge, expression of
progesterone receptor (PR) and c-Fos in the AVPV increased only in PRO and
OVX+E,20 rats. However, in the ARC, both low and high levels of E, in OVX+E,1 and
OVX+E,20 rats, respectively, increased PR single labeling, PR coexpression in
Kisspeptin neurons and decreased the number of Kkisspeptin-immunoreactive (ir)
neurons, to the levels found in DI and PRO rats. The percentage of estrogen receptor

alpha (ERa)-ir neurons increased in the AVPV of OVX+E,20 rats. RT-PCR revealed



dose-response effects of E; on Kissl mRNA levels, with stimulation in the POA and
inhibition in the ARC. Moreover, the ARC showed higher Esrl expression compared to
the AVPV in OVX+E;1 rats, and a higher Esrl/Esr2 ratio regardless of the E; levels.
The results demonstrate that neurons in the ARC and AVPV respond selectively to low
and high levels E,, respectively. Low E; inhibits, while high E; stimulates LH secretion.
Thus, the differential sensitivity of ARC and AVPV neurons to E, seems to play a role

in the switch between negative- and positive-feedback effects on LH secretion.

Key-words: estradiol, luteinizing hormone, anteroventral periventricular nucleus,

arcuate nucleus, kisspeptin, prolactin.
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1. INTRODUCAO

Ciclo reprodutivo: mecanismos de controle

Em mamiferos, o ciclo reprodutivo é controlado por um eixo composto por trés
estruturas: o hipotdlamo, a hipofise anterior e as gbnadas. O hipotalamo constitui a
estrutura central regulatdria desse eixo. Seus neur6nios se projetam para a eminéncia
mediana, onde secretam hormonios no sistema porta-hipofisario para agir na hipofise

anterior que, por sua vez, exerce controle sobre as gbnadas (Clarke, 2015).

Os neurdnios hipotaldmicos responsaveis por essa regulacdo central do eixo
reprodutivo sdo neurénios produtores de hormdnio liberador de gonadotrofina (GnRH)

que, em roedores, residem majoritariamente na area pre-optica (POA) e cuja secrecao
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pulsétil induz a producdo e secrecdo de gonadotrofinas pela hipdfise anterior. As
gonadotrofinas estimulam a gametogénese e a producdo de esteroides pelas gonadas.
Estes esteroides, por sua vez, participam da regulacdo dos processos de
retroalimentacdo negativa e positiva no hipotdlamo e na hip6fise anterior (Christian &

Moenter, 2010; Clarke, 2015).

Em ratas, os niveis hormonais variam durante o ciclo ovariano, que durade 4 a5
dias (Smith et al., 1975). Para que a ovulagdo ocorra, é essencial que haja um pico na
liberacdo do horménio luteinizante (LH), produzido pela hipofise anterior. Na maior
parte do ciclo, o estradiol (E;) exerce o efeito de retroalimentacdo negativa sobre a
funcdo dos neurdnios GnRH, inibindo a sua secre¢éo e, consequentemente, a secre¢do
do LH (Shupnik et al., 1988; Caraty et al., 1989; Shupnik, 1996). No entanto, é
necessario ocorrer um aumento significativo dos niveis de E,, consistente com a
secrecdo durante a fase folicular tardia, para que ocorra a ovulacdo (Moenter et al.,
1990). Neste ponto, 0 E, passa a exercer o efeito de retroalimentacdo positiva nos
neurdnios GnRH, estimulando um aumento da liberacdo de GnRH (Moenter et al.,
1990; Moenter et al., 1991), que induz um pico na secrecdo de LH pela hipdfise
anterior, processo chave para a ovulacdo (Levine et al., 1991; Christian & Moenter,
2010). Por sua vez, na auséncia de E;, o pico de LH e ovulacdo ndo ocorrem (Neill et
al., 1971). Ao mesmo tempo, o tratamento de ratas ovariectomizadas (OVX) com E;
promove picos diarios de LH no periodo da tarde (Caligaris et al., 1971; Legan &

Karsch, 1975).

Em roedores, além do aumento dos niveis de E,, para que o pico de GhnRH/LH
ocorra, é necessario que haja também um sinal circadiano, emitido pelo nucleo
supraquiasmatico (SCN) (Kriegsfeld, 2013). Este sinal sincroniza a ocorréncia do pico

(e da ovulagdo) com o comportamento sexual (Herbison, 2006). Portanto, o pico de
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GnRH/LH sé acontece quando o sinal de altos niveis de E, e o sinal do relogio
circadiano coincidem (Chappell, 2005). Assim, mesmo que 0 E, esteja presente em

concentragdes elevadas durante todo o dia, o pico de LH ocorre apenas no final da tarde.

No entanto, a acdo do E; sobre a atividade dos neurdnios GnRH ocorre de forma
indireta, uma vez que estes neurdnios ndo expressam o receptor para estrégeno do tipo
alfa (ERa), o qual ¢ responsavel pelos efeitos de retroalimentagcdo negativa e positiva
(Wintermantel et al., 2006; Glidewell-Kenney et al., 2007). Como serd exposto em
seguida, esse controle do E; sobre os neurdnios GnRH é mediado de forma indireta via
interneurdnios, como por exemplo neurdnios Kisspeptinérgicos (Shivers et al., 1983;

Popa et al., 2005).

Kisspeptina: papel no controle do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal (HPG)

Dentre os neurbnios de primeira ordem que se projetam para 0S neurdnios
GnRH, ha um tipo neuronal considerado atualmente essencial para o funcionamento do
eixo reprodutivo: os neurbnios kisspeptinérgicos, responsaveis pela producdo de
kisspeptina. Kisspeptinas sdo peptideos pertencentes a familia de peptideos RF-amida,
assim denominada por todos os seus membros compartilharem entre si uma sequéncia
comum de arginina-fenilalanina-NH2 na porcdo C-terminal. Esta caracteristica €
indispensavel para a atividade bioldgica desses peptideos (Tsutsui et al., 2010). As
Kisspeptinas sdo essenciais para a reproducdo e, recentemente, tém sido estudadas para a
sua utilizacdo no tratamento de disfungdes hormonais e de fertilidade. Elas s&o
codificadas pelo gene Kissl, que foi descoberto em 1996 como um gene supressor de
metastase em células de melanoma (Lee et al., 1996). Por ter sido descoberto na cidade
de Hershey, famosa pela fabrica dos chocolates “Kisses”, esse gene recebeu o nome de
Kissl (Lee et al., 1996). O gene Kissl é traduzido em um peptideo inativo de 145 amino

acidos, que €é clivado em fragmentos ativos de 54, 14, 13 ou 10 aminodcidos,
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coletivamente denominados kisspeptinas (Kotani et al., 2001; Ohtaki et al., 2001). As
Kisspeptinas se ligam ao receptor acoplado a proteina G GPR54, também denominado
Kisslr, localizado em diferentes tecidos, entre eles, nos neurénios GnRH (Irwig et al.,
2004; Messager et al., 2005), os quais recebem projecbes dos neurdnios
Kisspeptinérgicos (Clarkson & Herbison, 2006). Han e colaboradores mostraram em
2005 que aproximadamente 90% dos neurdnios GnRH expressam o GPR54 (Han et al.,
2005). A kisspeptina age estimulando esses neurdnios, cujo aumento da atividade
pulsétil é o marco do inicio da puberdade (Popa et al., 2005; Seminara & Kaiser, 2005;

Herbison, 2016).

A Kisspeptina, através do seu receptor GPR54, tem efeito estimulatério na
excitabilidade elétrica dos neurdnios GnRH (Liu et al., 2008). A administracdo central
de kisspeptina aumenta a frequéncia de disparo desses neurénios (Han et al., 2005),
além de induzir a expressdo de c-Fos em aproximadamente 85% deles (lrwig et al.,
2004). Assim, a Kisspeptina induz a secre¢cdo de GnRH e, consequentemente, de
gonadotrofinas (Gottsch et al., 2004; Irwig et al., 2004; Messager et al., 2005; Navarro
et al.,, 2005). Por outro lado, camundongos que tiveram delecbes no gene Kissl
apresentam quadro de hipogonadismo hipogonadotréfico, caracterizado por reducédo na
secrecdo de gonadotrofinas, reducdo do tamanho das gdnadas e atraso no inicio da
puberdade (d'Anglemont de Tassigny et al., 2007). Humanos e camundongos com
mutacdes no gene que codifica 0 GPR54, com perda de funcao desse receptor, também
apresentam hipogonadismo hipogonadotréfico (de Roux et al., 2003; Seminara et al.,
2003). Experimentos em camundongos knockout (KO) para GPR54 mostraram que a
infusdo de Kkisspeptina nesses animais ndo é capaz de estimular a secrecdo de
gonadotrofinas (Messager et al., 2005), e que o tratamento desses animais com E; ndo é

capaz de induzir a ativacdo dos neurdnios GnRH (Dror et al., 2013). Assim, conclui-se
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que a sinalizacdo através da ligacdo da kisspeptina ao seu receptor € essencial para a
maturacdo sexual e a regulacdo do eixo HPG (Seminara et al., 2003; Seminara &

Kaiser, 2005).

Os neurdnios Kisspeptinérgicos expressam receptores para esteroides sexuais
(Smith et al., 2005a) e, em roedores, estdo localizados majoritariamente em duas regioes
cerebrais: no nucleo anteroventral periventricular (AVPV) da POA e no nucleo
arqueado (ARC) do hipotadlamo (Gottsch et al., 2004; Clarkson et al., 2009). A
populacdo de neurbnios kisspeptinérgicos do ARC co-expressa trés neuropeptidios:
Kisspeptina, neurocinina B e dinorfina. Por este motivo, estes neurénios também séo

denominados neurénios KNDy (Navarro et al., 2009).

A regulacdo da expressdo de Kissl em neurdnios Kisspeptinérgicos € exercida
pelo E,. Porém, o efeito desse esteroide é diferente entre as duas populacdes neuronais.
O E; aumenta a expressdo de Kissl no AVPV, enquanto diminui a sua expressdo no
ARC (Smith et al., 2005a; Smith et al., 2005b). Este efeito diferenciado do E; entre as
populacdes de neurbnios kisspeptinérgicos tem embasado a hipotese de que essas duas
regides cerebrais estdo envolvidas no controle dual do E, sobre a secrecdo de LH. Os
neurdnios do ARC estariam, entdo, envolvidos no mecanismo de retroalimentacdo
negativa do E, sobre a secre¢do de LH, enguanto os neurdnios do AVPV estariam

envolvidos no mecanismo de retroalimentacao positiva (Smith et al., 2005a).

Diversos estudos corroboram essa hipotese. Neurénios do AVPV expressam
ERa e receptor para progesterona (PR) (Hoffman et al., 2005). Microimplantes de E; no
AVPV de ratas induziram pico de LH (Goodman, 1978), enquanto microimplantes de
anti-estrégenos nesta mesma regido inibiram a ocorréncia desse pico (Petersen &

Barraclough, 1989). Além disso, lesdes no AVPV em ratas causam disturbios no ciclo
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estral, com fémeas persistindo no estro ou no diestro, a depender do nivel em que a

lesdo foi feita (Wiegand et al., 1980).

A populagdo de neurdnios kisspeptinérgicos do AVPV é sexualmente dimorfica,
havendo maior nimero de neurdnios kisspeptinérgicos (Clarkson & Herbison, 2006),
além de maior expressdo de RNAm de Kissl nesta area cerebral em fémeas do que em
machos (Kauffman et al., 2007). Esta diferenca reflete o papel dos neurbnios
Kisspeptinérgicos do AVPV na geragdo do pico preovulatério de LH, que ocorre apenas

em fémeas.

ERs e o controle do eixo reprodutivo

Os ERs pertencem a superfamilia de receptores nucleares de fatores de
transcricao ativados por ligantes, cujos membros incluem os receptores para hormoénios
esteroides, horménios tireoidianos, vit. D, entre outros (Evans, 1988). O ERa, em
oposi¢do ao ERP, é o principal receptor responsdvel pelos mecanismos de
retroalimentacdo do E, sobre o eixo gonadal (Couse et al., 2003; Sanchez-Criado et al.,
2004; Wintermantel et al., 2006). Estudos com camundongos KO para ERs mostraram
que no modelo de animais OV X tratados com esteroides gonadais, camundongos KO
para ER apresentam um pico preovulatorio de gonadotrofinas normal, enquanto em
animais ERaKO o pico ndo ocorre (Wintermantel et al., 2006). Neste mesmo estudo,
também foi feita a administragdo de agonistas de ERa e ER em camundongos WT. Os
resultados mostraram que a administragdo de agonista para ERa ¢ suficiente para gerar
o mecanismo de retroalimenta¢do positiva normal, enquanto a administracdo de ERf
ndo foi capaz de induzir o pico de LH (Wintermantel et al., 2006). Todavia,
camundongos ERBKO apresentam irregularidade de ciclo estral e menor pico de LH no
proestro (Jayes et al., 2014), ¢ a infusdo de antisense para ER no terceiro ventriculo ¢

capaz de promover efeito semelhante em ratas (Orikasa et al., 2002). Desta forma,
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embora ndo essencial, o ERf parece exercer um efeito modulatério no mecanismo de

retroalimentacdo positiva do estradiol.

Sabe-se que animais OVX tratados com E, apresentam um aumento na
expressao de Kissl no AVPV e diminui¢do no ARC. No entanto, essas populacdes de
neurdnios kisspeptinérgicos ndo respondem ao tratamento com E; em camundongos
ERaKO. Por outro lado, animais ERBKO apresentam a mesma resposta encontrada em
animais wild type (Smith et al., 2005a). Ainda, o efeito inibitorio do E, sobre o LH é
mantido em camundongos transgénicos cujo ERa ndo apresenta capacidade de ligacdo
ao elemento de resposta ao estrogeno (ERE) no DNA (Glidewell-Kenney et al., 2007).
Neste caso, a agdo do ERa ocorre de maneira ndo-classica, independente da ligacdo ao
ERE. Em conjunto, as evidéncias indicam que o principal receptor responsavel pela
mediagdo dos efeitos estimulatorios e inibitérios do E, sobre os neurdnios
kisspeptinérgicos ¢ o ERa. Ainda assim, principalmente no que diz respeito ao efeito de
retroalimentacdo positiva, a quantificacdo da expressdo do ERP também se faz
importante, uma vez que este receptor modula a atividade transcricional do ERa (Hall &
McDonnell, 1999). Assim, a depender das concentragdes séricas de E,, o ERB pode

comprometer a agdo do E; sobre o ERa (Hall & McDonnell, 1999).

Os neurdnios do AVPV que expressam ERa recebem inputs diretos do SCN no
rato. Este, entdo, pode ser um local de integracdo dos inputs circadianos e estrogénicos

na regulacdo dos neurdnios GnRH (Watson et al., 1995).

Os neuronios GnRH expressam apenas o ERP, o que corrobora com a hipotese
de que os principais efeitos do E, ndo acontecem diretamente sobre esses neurdnios
(Herbison & Pape, 2001; Hrabovszky et al., 2001). Por outro lado, virtualmente todos

os neuronios kisspeptinérgicos, tanto do ARC como do AVPV, coexpressam ERa e, em
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menor grau, ERB (Smith et al., 2005a; Smith et al., 2006). No entanto, 0 mecanismo
através do qual o E, exerce efeitos contraditorios nessas duas populacdes de neurbnios

Kisspeptinérgicos ainda nao é conhecido.

Prolactina e seus mecanismos de controle

A prolactina (PRL) é um hormdnio adenohipofisario que exerce importantes
efeitos reprodutivos. Além do papel primordial na lactacdo, a PRL modula a atividade
do eixo HPG e participa do comportamento maternal (Freeman et al., 2000).
Camundongos fémea com delecdo do receptor de PRL apresentam comprometimento da
fertilidade (Bole-Feysot et al., 1998), o que ressalta a importancia deste horménio e do

seu receptor no controle do eixo reprodutivo.

A PRL é um horménio proteico, produzido e secretado pelos lactotrofos
hipofisérios, que foi primeiramente reconhecido pelo seu papel na promocéo da lactagdo
(Freeman et al., 2000). No entanto, este horménio também exerce diversas outras
funcdes, tendo papéis importantes na osmorregulacgéo, crescimento e desenvolvimento,
metabolismo, modulagdo de comportamentos e também na regulagdo do sistema
imunolégico (Bole-Feysot et al., 1998). Fatores como suc¢do do mamilo (Terkel et al.,
1972), estresse (Gala, 1990), elevacdo dos niveis sanguineos de E, (Maurer & Gorski,
1977) e estimulacdo do cérvix uterino na copula (Smith et al., 1976) induzem a secre¢do
da PRL pelos lactotrofos. Em 1986, Thomas e colaboradores mostraram que uma
cirurgia desconectando o hipotalamo da hipofise causava aumento na secre¢do de PRL
em ovelhas em anestro e em fase reprodutiva (Thomas et al., 1986). Este experimento
mostrou que um fator hipotalamico mantém um tonus inibitorio sobre a secre¢do de
PRL. Sabe-se que esse controle ocorre principalmente atraves da inibicdo e estimulacdo

dos neurdénios hipotalamicos dopaminérgicos (Grattan & Kokay, 2008). Estes neurdnios
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secretam dopamina (DA), que inibe a secrecdo de PRL (Freeman et al., 2000). Os
neurbnios neuroenddcrinos dopaminérgicos pertencem a trés diferentes populacGes de
neurbnios hipotaldmicos: neurénios do sistema tuberoinfunbibular dopaminérgico
(TIDA), neur6bnios do sistema tuberohipofiseal dopaminérgico (THDA) e neurénios do
sistema periventricular hipofiseal dopaminérgico (PHDA). Os neurbnios TIDA
localizam-se no ARC e projetam-se para a zona externa da eminéncia mediana (EM)
(Kawano & Daikoku, 1987). Os neurdnios THDA, por sua vez, localizam-se no ARC
rostral, e projetam-se para os lobos intermediario e neural da hipéfise (Holzbauer &
Racke, 1985). Finalmente, os neurdnios PHDA estdo localizados no nucleo
periventricular hipotaldmico, com projecdes para o lobo intermediério (Goudreau et al.,
1995). Ao estimular a atividade desses neurénios produtores de DA, a PRL regula a sua
propria secrecdo, através de um mecanismo de retroalimentagdo negativa de alga curta
(Ben-Jonathan & Hnasko, 2001). Um estudo eletrofisiologico feito em camundongos
mostrou que h& um rapido aumento na taxa de disparo dos neurdnios TIDA apds
tratamento com PRL (Brown et al., 2012). Niveis de DA diminuem no sangue
hipofisério de ratas em proestro (Ben-Jonathan et al., 1977; Lofstrom, 1977) e durante o
pico de PRL no modelo de ratas OVX tratadas com E, (OVX+E,) (de Greef et al.,

1985).

Sabe-se que fibras de neurdnios kisspeptinérgicos do ARC se projetam para 0s
neurdnios TIDA, tanto em ratas intactas (Sawai et al., 2012) como em ratas OVX
tratadas com E; (Szawka et al., 2010). Os neur6nios dopaminérgicos podem ser inibidos
por esses neurdnios kisspeptinérgicos. A infusdo intracerebral de kisspeptina aumenta a
secrecdo de PRL de maneira dose-dependente (Szawka et al., 2010). Assim, a
Kisspeptina inibe os neurdnios dopaminergicos que, ao diminuirem a secre¢do de DA,

possibilitam o aumento na secre¢cdo de PRL. No entanto, ao se comparar ratas OVX
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tratadas com veiculo e ratas OVX+E,, 0 aumento da PRL €é observado apenas no grupo
que recebeu tratamento hormonal, podendo-se concluir que este mecanismo é
dependente de E, (Ribeiro et al., 2015). De maneira inversa, a PRL também exerce
controle sobre os neurénios Kisspeptinérgicos do ARC. A hiperprolactinemia suprime a
expressao de kisspeptina no ARC, o que resulta na diminuigéo da secre¢éo de LH, com

possivel impacto negativo sobre a fertilidade (Araujo-Lopes et al., 2014).

Ciclo ovariano e secre¢cdo hormonal

Em ratas, os eventos do ciclo reprodutivo estdo sob total influéncia do
fotoperiodo e do controle hormonal. A ovulagdo ocorre a cada 4 a 5 dias durante todo o
ano, e o ciclo é composto pelas fases de: proestro, estro, metaestro e diestro. A a¢do do
E, sobre o as células do epitélio vaginal possibilita a distin¢do dessas fases atraves da
analise em microscopio do fluido vaginal das ratas (Freeman, 2006). O proestro
constitui a fase em que o pico preovulatério de LH ocorre. Ele é caracterizado pela
predominancia de células epiteliais nucleadas, agrupadas em cachos (Hartman, 1944;
Goldman et al., 2007). Em seguida, as fémeas entram em estro. Nesta fase, elas se
encontram receptivas para serem fecundadas e, em seu fluido vaginal, predominam
células epiteliais cornificadas, cuja forma € irregular e ndo se pode observar nucleo. A
préxima fase do ciclo estral € o metaestro ou diestro-1, em que as modificacdes do trato
reprodutivo que ocorreram no estro voltam ao normal. O metaestro é caracterizado por
uma combinacdo de leucdcitos e células epiteliais cornificadas ou arredondadas.
Finalmente, no diestro-2, caracterizado por grande predominancia de leucécitos no
fluido vaginal, secrecbes ovarianas preparam novamente o trato reprodutivo para a
recepcdo do novo 6vulo, que teoricamente sera fecundado no estro do ciclo seguinte. O
E, permanece baixo no estro, comeca a aumentar no final do diestro-1 e esse aumento

continua no diestro-2 até que atinge seu maximo na tarde do proestro. Ja 0s niveis de
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LH permanecem baixos ao longo do estro, diestro-1, diestro-2 e até meio dia do
proestro. Ao longo da tarde do proestro, os niveis de LH se elevam, e um pico é
observado ao final da tarde, sincronizado com o momento da transi¢do claro-escuro.
Este pico de LH é responsavel pela inducdo da ovulacdo. Depois disso, 0s niveis de LH
retornam ao seu nivel basal na manha do estro (Smith et al., 1975). O perfil de secrecao
de PRL ao longo do ciclo estral é caracterizado por uma secrecdo de niveis basais desse
hormonio nas fases de diestro, com aumento desses niveis no proestro e estro (Szawka
et al., 2005). Esse perfil hormonal de ratas descrito anteriormente pode ser observado na
figura abaixo, reproduzida do estudo pioneiro de Smith e colaboradores (Smith et al.,

1975).
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Figura de Smith et al. 1975 (Smith et al., 1975): Perfil de secrecdo de progesterona, prolactina,
estradiol, LH e FSH ao longo das quatro fases do ciclo estral de ratas. Barras pretas representam
a fase escura; Pontos pretos representam a média dos niveis hormonais detectados.

O aumento nos niveis de E, produzido pelo foliculo em desenvolvimento no
proestro é responsavel pela inducgéo do pico na secrecdo de GnRH, que culmina no pico
preovulatério de LH (Clarkson & Herbison, 2009). A imunoneutralizacdo do E,
circulante bloqueia o pico de LH (Neill et al., 1971), enquanto que em ratas OVX o
tratamento com E; induz picos de LH no periodo da tarde semelhante ao do proestro
(Legan & Karsch, 1975). Sabe-se que altas doses de E, sdo capazes de promover tanto
um efeito rdpido de retroalimentacdo negativa quanto um efeito lento de
retroalimentacdo positiva sobre a secrecdo de LH (Caligaris et al., 1971; Legan et al.,
1975; Szawka et al., 2013). Entretanto, os mecanismos que determinam a ocorréncia
destes efeitos ora inibitdrios ora excitatorios do E, permanecem ainda pouco
entendidos. Em roedores, modelos que utilizem diferentes doses de E; para a promog¢éo
seletiva dos efeitos de retroalimentacdo negativa ou positiva ainda ndo estdo claramente
estabelecidos. Estudo prévio em ratas ja avaliou o efeito de diferentes doses de benzoato
de E, sobre os niveis séricos de LH e PRL (doses de 0.05-50 pg) (Mallampati &
Johnson, 1973b). No entanto, neste estudo, a coleta de sangue foi feita apenas em um
horéario no periodo da manha. Portanto, os resultados obtidos ndo mostraram o efeito das
diferentes doses de E, no periodo de ocorréncia do mecanismo de retroalimentacéo
positiva. Além disso, os efeitos neuronais desses tratamentos ndo foram analisados. No
presente trabalho, os niveis sanguineos de LH foram avaliados durante toda a tarde,
incluindo o periodo de ocorréncia do pico, e parametros de atividade neuronal foram

avaliados no AVPV e ARC.
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Sintese (Maurer & Gorski, 1977) e liberacdo de PRL (Caligaris et al., 1974) pela
hipofise também sdo induzidas pela elevagdo nos niveis sanguineos de E,. Assim, no
presente trabalho, avaliamos também a secrecdo de PRL em resposta ao tratamento com
diferentes doses de E, como um horménio reprodutivo adicional, que também esta
sujeito aos efeitos do E,, mas que ndo pertenca ao eixo gonadal e, portanto, ndo é
regulado pelos efeitos de retroalimentacdo negativos e positivos do E,. Caligaris et al.
(1974) ja haviam verificado o efeito de diferentes doses de benzoato de E, sobre a
secrecdo de PRL as 11:00 h e 17:00 h. Foi observado que doses bastante reduzidas de E;
sdo capazes de promover o pico de PRL as 17:00 h. As doses de 1, 5 e 20 ug/rata
promoveram aumentos de secrecdo de PRL de similar (Caligaris et al., 1974). J& doses
menores do que 1 pg/rata resultaram em estimulos dose-dependentes. Outros estudos,
avaliando um dnico tempo de coleta sanguinea, também observaram que baixas doses
de benzoato de E, sdo capazes de aumentar a secrecdo de PRL (Mallampati & Johnson,

1973a).

A investigacdo dos efeitos de diferentes doses de E, faz-se importante para o
estabelecimento de modelos experimentais que promovam 0S mecanismos de
retroalimentacdo negativa ou positiva de forma seletiva sobre a secrecdo de LH, e seus
efeitos sobre a ativacdo neuronal dos nucleos cerebrais responsaveis pela modulagéo
desses mecanismos. A secrecdo de PRL, por sua vez, reflete efeitos do E, sobre os

neurdnios dopaminérgicos do hipotalamo e lactotrofos adenohipofisarios.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

A liberacdo do LH estd sob o controle do estradiol (E,) através de mecanismos
de retroalimentacdo negativa e positiva que parecem envolver, respectivamente, 0 ARC
e 0 AVPV. Neste trabalho, testamos a hipotese de que AVPV e ARC responderiam de
forma diferenciada a niveis de E; que exercem efeitos de retroalimentacdo positiva e

negativa sobre a secrecéo de LH.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.  Padronizar doses de E; capazes de promover efeitos seletivos de retroalimentacao
negativa ou positiva sobre a secre¢do de LH em ratas OV X, e avaliar também o
efeito destas doses sobre a secre¢édo de PRL;

2. Auvaliar os efeitos de doses de retroalimentacdo negativa e positiva de E, sobre
parametros da atividade de neurdnios do AVPV e ARC;

3. Avaliar os efeitos de doses de retroalimentacdo negativa e positiva de E; sobre a

expressdo dos genes Kissl, Esrl e Esr2 no AVPV e ARC.
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3. MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizadas ratas Wistar virgens de 2 a 3 meses de idade, com peso
corporal entre 200-250 g provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO/UFMG). 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 + 2 °C) e luz (14:00 h claro / 10:00 h escuro; luzes
acesas as 05:00 h) controladas, com &gua e racdo ad libitum. Apds os procedimentos
cirargicos, os animais foram mantidos em gaiolas individuais. As fémeas tiveram seu
ciclo acompanhado diariamente através da analise da citologia vaginal. Os
procedimentos experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica para
Pesquisa Envolvendo Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo n°

100 / 2012).
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Planejamento experimental
Experimento 1: Efeito de diferentes niveis de E; sobre a secrecédo de LH e parametros
funcionais de neuronios do AVPV e ARC

As ratas foram submetidas a ovariectomia bilateral dez dias antes do
experimento. Sete dias ap0s a cirurgia, iniciou-se o0 processo de reposi¢do hormonal. Os
animais foram tratados diariamente as 09:00 h, durante trés dias consecutivos, com
injecOes s.c. de 6leo de milho (OVX, n = 8) ou E; nas doses de 1 (OVX+E,1; n =5), 10
(OVX+E210; n = 5) ou 20 pg/rata (OVX+E220; n = 5), ou em doses crescentes, que
consistiram em 5 pg/rata no primeiro dia, 10 pg/rata no segundo dia e 20 pg/rata no
terceiro dia (OVX+E5-20; n = 5). Os experimentos foram realizados entre 13:00 h e
18:00 h no quarto dia ap0s o inicio dos tratamentos. Ratas intactas em proestro (PRO; n
=7) e diestro (DI; n = 6) foram utilizadas como referéncia de condicdes fisiologicas de
altos e baixos niveis de E,, respectivamente. No dia anterior ao experimento, 0s animais
tiveram a veia jugular canulada. No dia experimental, foram realizadas coletas de
sangue em intervalos de 1 h, das 13:00 h as 18:00 h. Apds a Ultima coleta, as ratas
foram perfundidas e os cérebros processados para analise imunohistoquimica da
expressdo de PR, c-Fos, kisspeptina, marcador nuclear neuronal (Neu-N) e ERa no
AVPV e no ARC. As concentracdes plasmaticas de LH e PRL das amostras de sangue
foram determinadas por radioimunoensaio (RIE). Os niveis de E; no sangue dos animais

foram determinados por ELISA.

Experimento 2: Efeitos de doses de retroalimentacéo negativa e positiva de E; sobre a
expressao de Kissl, Esrl e Esr2 no AVPV e ARC de ratas OVX

As ratas foram submetidas a ovariectomia bilateral dez dias antes do
experimento. Sete dias ap0s a cirurgia, iniciou-se 0 processo de reposi¢do hormonal. Os

animais foram tratados diariamente as 09:00 h, durante trés dias, com injecdes s.c. de
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6leo (OVX, n = 6) ou E, em doses que exercem efeitos de retroalimentagdo negativa (1
pg/rata; OVX+E,1; n = 6) ou positiva (20 pg/rata; OVX+E,20, n = 6/grupo), conforme
resultados obtidos no experimento 1. No quarto dia, as ratas foram decapitadas as 16:00
h e os cérebros foram retirados, rapidamente congelados em gelo seco e armazenados a
—80 °C, para posterior andlise da expressdo do RNAm de Kiss1 (codifica a kisspeptina),

Esrl (codifica o ERa) e Esr2 (codifica o ERP) pela técnica de RT-PCR em tempo real.

Anestésicos e drogas

Para a realizagéo da ovariectomia e perfuséo, os animais foram anestesiados com
solucédo de ketamina (cloridrato de cetamina; 80 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/Kg, i.p.).
Para a canulacdo da veia jugular, os animais foram anestesiados com tribromoetanol
(2,2,2-tribromoethanol 99%, Aldrich; 250 mg/Kg, i.p.). Ap6s as cirurgias, 0s animais
receberam tratamento profilatico com antibidtico (Pentabiotico, Fort Dodge; 24000
UI/Kg, i.m.) e analgésico (Flunixina meglumina; Banamine, Schering-Plough; 2,5
mg/Kg peso corporal, s.c.). O E, (17p-estradiol; Sigma-Aldrich, EUA) foi administrado

dissolvido em 6leo de milho.

Cirurgias
Ovariectomia

A ovariectomia foi realizada através da laparotomia bilateral. Ap6s anestesia, foi
feita a tricotomia e assepsia da regido lateral do abdémen. Um corte foi realizado na
regido e, apos incisao do tecido muscular, o tecido adiposo foi exteriorizado para que se
obtivesse 0 acesso ao ovario. A tuba uterina foi clampeada, o ovario removido e as

incisdes no musculo e na pele foram suturadas.

Canulagéo da veia jugular
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Ap0s anestesia, foi realizada a tricotomia e assepsia da regido clavicular direita,
onde, apds uma incisdo, a veia jugular foi exposta. Um cateter de Silastic (10 cm de
comprimento total, dividido em 3 e 7 cm por um ponto de ancoragem) foi implantado
na veia jugular conforme previamente descrito (Harms & Ojeda, 1974). Um fio de aco

inox (diametro 0,70 mm) foi utilizado para oclusdo da canula ao final da cirurgia.

Coleta de sangue

No experimento 1, as amostras de 500 uL de sangue foram colhidas através da
veia jugular nos horérios determinados pelo protocolo experimental, e 0 mesmo volume
foi reposto com solucdo de salina heparinizada (30 UIl/mL) estéril. As amostras
centrifugadas a 1200 g, por 20 min, a 4 °C e o plasma, armazenado a —20 °C até o

momento das dosagens hormonais.

Perfusao e processamento do cérebro para imunohistoquimica

Os animais foram perfundidos através da aorta ascendente, com 50 mL de
tampéo fosfato-salina (PBS) 0,01 M heparinizado (5 Ul/mL), seguido de 400 mL de
paraformaldeido (PFA) 4% em tampao fosfato (PB) 0,1 M, pH 7,4. Os cérebros foram
pos-fixados em PFA 4% por 2 h e crioprotegidos em solugdo de sacarose 30% em PB
0,1M a 4 °C. Em seguida, foram congelados em isopentano 99% (C5H12), a 50 °C.
Depois de congelados, os cerebros foram armazenados a —80 °C até o momento da
obtengdo dos cortes em criostato. Quatro séries de seccdes coronais de 30 um da
extensdo rostrocaudal da POA e ARC foram obtidas de acordo com o atlas de Paxinos e
Watson (2007). As seccdes foram armazenadas em solucdo crioprotetora a —20 °C
(Watson et al., 1986) para a posterior realizacdo de analises de imunohistoquimica para
PR, c-Fos, kisspeptina, Neu-N ¢ ERa no AVPV e no ARC, conforme protocolos

previamente descritos (Aquino et al., 2016; Aquino et al., 2017).
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Imunohistoquimica — Marcacédo método peroxidase

Foi utilizado o método de free-floating para a realizacdo da imunohistoquimica.
As seccOes passaram por lavagens em PBS 0,01M em todos os passos do processo. Os
anticorpos primarios e secundarios foram diluidos em PBS contendo Triton X-100 (TX-
100) 0,3% e albumina bovina (BSA) 1%. Para a marcacdo simples de PR e c-Fos, as
seccOes foram retiradas da solucdo crioprotetora e lavadas 10 vezes durante 6 minutos
com PBS 0,01M. Em seguida, as sec¢des foram lavadas com glicina 0,1M por 10 min,
para que os sitios antigénicos mascarados pelo PFA 4% utilizado para a fixacéo fossem
expostos. Em seguida, as sec¢Oes foram incubadas durante 30 min em H,0, 1%, com o
objetivo de bloquear peroxidases enddgenas, e depois incubadas durante 30 min em TX-
100 0,4%. O TX-100 possui a fungdo de permeabilizar a membrana celular, permitindo
a penetracdo dos anticorpos. As sec¢des foram incubadas em albumina bovina (BSA)
3% por 1 h, para evitar a formacdo de ligacGes inespecificas dos anticorpos primario e
secundario. Em seguida, as sec¢des foram incubadas com o anticorpo primario, que foi
0 anti-c-Fos produzido em coelho (Ab-5; PC38, Calbiochem, Darmstadt, Alemanha; 1:
20.000) ou o anti-PR produzido em coelho (A0098; Dako, EUA; 1: 400). A incubacdo
foi feita por 48 h a uma temperatura de 4 °C. Foi feita a incubacdo com o anticorpo
secundario anti-1gG de coelho biotinilado (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA)
na concentracdo de 1:2.000 por 2 h. As secgdes foram incubadas por 1 h em complexo
avidina DH-peroxidase biotinilada (ABC Elite, Vector Laboratories) a 1:300. A
marcagdo foi revelada com solug¢do contendo 3,3’diaminobenzidina-HCI (DAB, 0,2
mg/mL; Sigma-Aldrich), sulfato de niquel (Ni, 25 mg/mL) e H,0, (1 uL/mL de solucdo
de H,0O, 30%) em tampdo Tris-HCI 0,05 M (pH 7,6). As sec¢Oes foram montadas em

laminas gelatinizadas, desidratadas e as laminulas coladas com Entellan (Merck).
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Imagens das secgdes foram obtidas em microscopio Optico utilizando-se como

referéncia o atlas de Paxinos e Watson (2007) (Paxinos & Watson, 2007).

Para a dupla marcacdo de PR/kisspeptina, foi feito o mesmo procedimento
realizado para a marcacao simples, mas apds a revelagdo da marcacao para PR, foi feita
uma nova incubacdo com H,0, 1% por 30 min, seguida da incubag¢do com o anticorpo
primario anti-kisspeptina-10 produzido em coelho (AB9754; Millipore, EUA) na
concentracdo de 1:30.000. As seccbes foram mantidas a 4 °C por 48 h, e em seguida
incubadas com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho biotinilado (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, EUA) na concentracdo de 1:2.000 por 2 h. Foi feita uma
segunda incubacdo em complexo avidina DH-peroxidase biotinilada (ABC Elite, Vector
Laboratories) a 1:300 por 1 h, e em seguida foi feita a revelacdo com solucdo de DAB
(0,2 mg/mL) e H,0, (0.083uL/mL de H,0, 30%) em tampéo Tris-HCI. Os cortes foram

montados em laminas gelatinizadas e as imagens obtidas em microscépio dptico.

Imunohistoquimica — Marcacéo Fluorescente

Para a dupla marcagdo de Neu-N e ERa, foi utilizada a técnica de
imunofluorescéncia. Assim como o método anterior, a imunofluorescéncia foi realizada
por free-floating. Foram feitas lavagens em PBS 0,01M em todos 0s passos do processo,
e 0s anticorpos primarios e secundarios foram diluidos em PBS contendo Triton X-100
(TX-100) 0,3% e albumina bovina (BSA) 1%. As secc¢bes foram lavadas por 10 min
com boridreto de sédio 0,1 M, e em seguida incubadas por 30 min em TX-100 0,4%.
Apbs incubacdo de 1 h em BSA 3%, as secc¢Oes foram incubadas nos anticorpos anti-
NeuN produzido em camundongo (Millipore, Temecula, CA, EUA; 1:1.000) e anti-ERa
produzido em coelho (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA; 1:750) por 48 h.
Apbs este periodo, as secgOes foram incubadas com anticorpos secundarios

fluorescentes anti-camundongo Alexa Fluor 568 (Life Technologies, Eugene, OR,
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USA,; 1:1.000) e anti-coelho Alexa Fluor 488 (Life Technologies, Eugene, OR, USA,
1:1.000) por 2 h. Os cortes foram lavados e montados em laminas gelatinizadas,
desidratados e as laminulas foram coladas com Krystalon (EMD). A andlise e obtengédo

de imagens foram feitos em microscépio de fluorescéncia.

ELISA

Para a dosagem de E, utilizou-se amostras de plasma submetidas ou ndo a um
processo de extracdo em éter. Para o0 processo de extracdo foi pipetado 1,5 mL de éter
etilico grau HPLC em cada tubo adicionado 150 ul de plasma. Os tubos foram vedados
com plastico filme e agitados duas vezes por 60 segundos. Os tubos foram, entdo,
centrifugados a 4500 rpm por 20 min a 4 °C, e, em seguida, colocados no freezer -80 °C
por 30 min. Apoés a retirada dos tubos do freezer, a fase liquida foi transferida para
eppendorfs, que ficaram abertos overnight para evaporacao do éter etilico. Em seguida,
as amostras foram ressuspendidas com 60 pL de tampdo do ensaio e agitadas no vortex
2 vezes por 60 segundos. As amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 20 min a

4°C, e 0 sobrenadante foi utilizado para a dosagem.

Os niveis plasmaticos de E, foram, entdo, dosados pelo kit DRG Estradiol
ELISA (EIA-2693-96WELLS, DRG Diagnostics, Alemanha), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Foram pipetados 25 pL das solugbes padrdo e amostras na
placa. Em seguida, foram adicionados 200 pL do horménio conjugado com enzima
peroxidase horseradish (HRP) e incubados por 2 h em temperatura ambiente. Foram
adicionados 100 pL de solugdo contendo substrato Tetrametilbenzidina (TMB). A
leitura da placa foi realizada em leitor de ELISA no comprimento de onda de 450 nm.
N&o houve diferenca de respostas entre amostras de plasma sem e com extragdo. Assim,

os resultados apresentados referem-se a dosagem de plasma sem extracéo.
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Radioimunoensaio

As concentragdes plasmaticas de LH e PRL foram determinadas por RIE de
duplo anticorpo como previamente descrito (Szawka et al., 2007; Szawka et al., 2010).
Todas as amostras de um mesmo experimento foram dosadas no mesmo ensaio para se
evitar variagdes inter-ensaio. Os anticorpos utilizados foram fornecidos pelo Programa
Nacional de Peptideos e Horménios (Harbor-UCLA). O anticorpo para LH foi LH-S10
e 0 padréo de referéncia, LH-RP3. O anticorpo para PRL foi PRL-S9 e o padrdo de

referéncia, PRL-RP3.

RT-PCR em tempo real

POA e ARC foram dissecadas para avaliacdo dos niveis de RNAm de Kissl,
Esrl e Esr2. Apos a decapitacdo, os cérebros foram removidos e congelados em gelo
seco. Em seguida, secc¢des coronais foram obtidas em criostato na temperatura de —8 °C
para realizagdo de microdissecg¢des pela técnica de “punch”, como previamente descrito
(Helena et al., 2009). A APO e o nucleo ARC do hipotalamo foram dissecados em um e
dois punches, respectivamente, utilizando-se uma agulha de 2 mm de diametro. Os
punches foram homogeneizados em 500 uL Tri-Reagent-LS (Life Technologies),
utilizando uma seringa de 1 mL imediatamente apds o experimento e entdo congelados
a —80 °C. RNAm total foi extraido adicionando mais 500 pL Tri-Reagent-LS aos
eppendorfs contendo as amostras. 1 ug de RNAm foi convertido em cDNA utilizando-
se o kit Superscript I11 (Invitrogen). O cDNA sintetizado foi amplificado utilizando-se 4
pL de cDNA, 600 nM de cada primer, 10 pL do reagente SYBR Green dgua 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 condig¢fes: 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
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dissociagéo nas seguintes condi¢fes: 1 min a 60 °C, 1 min a 95 °C, 1 min a 60 °C e 80
ciclos de 10 s a 55 °C, com aumento gradativo de 0,5 °C. A analise da expressdo de
RNAm foi feita pela comparacdo do nimero de cdpias do RNAmM entre 0s grupos
experimentais. O nimero de copias foi inferido de acordo com o nimero minimo de
ciclos necessario para atingir um sinal de fluorescéncia superior ao nivel basal (CT). A
expressio relativa do RNAm de Kiss1, Esrl e Esr2 foi calculada pela equagdo 2 44T
(Livak & Schmittgen, 2001), onde o ACT foi determinado pela subtragdo dos valores de
CT do gene de interesse e do respectivo Gapdh (gene normalizador), ¢ o 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 niimero de

vezes que 0 RNAm de Kissl, Esrl e Esr2 variou em relagdo ao grupo calibrador. A

tabela 1 apresenta os primers utilizados para amplificacéo.

Gene Primers NUmero de acesso

Foward primer: 5-GAGCCACTGGCAAAAATGGC-3'
Kissl NM_181692.1
Reverse primer: 5'-ATTAACGAGTTCCTGGGGTCC-3'

Foward primer: 5-GCACATTCCTTCCTTCCGTCT-3'
Esrl NM_012689.1
Reverse primer: 5-GCCGAGGTACAGATTGGCTT-3'

Foward primer: 5-TGAGCAAAGCCAAGAGAAACG-3'
Esr2 NM_012754.1
Reverse primer: 5'-CCAGTTGCTCTGGACTCAAGGT-3'
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Foward primer: 5-~ACAGCCGCATCTTCTTGTGC-3'
Gapdh NM_017008.4
Reverse primer: 5'-GCCTCACCCCATTTGATGTT-3'

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

Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados em média £ EPM. As diferencas entre 0s grupos
experimentais foram determinadas por teste t de Student ou analise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias, seguida do pos-teste de Newman-Keuls, conforme o
ndmero de grupos experimentais e ocorréncia de um ou dois fatores de variagcdo nos

dados a serem analisados. P < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.

4. CONCLUSOES

O E; exerce um efeito ora inibitorio ora estimulatério sobre a secrecdo de LH. O
nicleo ARC esta relacionado ao processo de retroalimentacdo negativa do E; sobre a
secre¢do de LH, enquanto o AVPV esta envolvido no processo de retroalimentacdo
positiva. Porém, o motivo pelo qual esses dois nucleos possuem diferentes
responsividades ao E, ainda ndo € conhecido. Para investigar essa questdo,
padronizamos doses de E, que causassem efeitos de retroalimentagdo negativa ou
positiva sobre a secrecdo de LH. A dose de 1 pg/rata exerceu um efeito de
retroalimentacdo negativa, inibindo a secrecdo do LH, & semelhanga do dia de DI do
ciclo estral. A dose de 20 pg/rata, por sua vez, exerceu um efeito de retroalimentagéo
positiva, estimulando um pico de LH semelhante ao pré-ovulatério do PRO. As anélises

de PR e c-Fos demonstraram que os neurdénios do ARC sdo mais sensiveis ao E, do que
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os do AVPV. Nossos dados indicam que essa diferenca de sensibilidade parece estar
relacionada a expressao relativa dos subtipos de ERs nessas areas, conforme
representado na Figura 1. Sabe-se que ERP diminui a poténcia das a¢des do ERo foi
maior no ARC do que no AVPV, o que pode explicar o fato de serem necessarios
menores niveis de E;, para gerar a ativacao de neurénios do ARC. Desse modo, 0 ARC é
um nucleo ativado por menores niveis de E,, presentes durante o efeito de
retroalimentacdo negativa, enquanto o AVPV responde a altos niveis de E, que sdo

caracteristicos do mecanismo de retroalimentacgéo positiva.

AVPV ARC
Na e - 4 HE
20ug E2 ERP ERB 20ug E2
| Kiss1 | Kiss1
I ItH
Retroalimentacao positiva :_-Retroalimenta(;ﬁo negativa \

Figura 1: Modelo proposto da diferenga de sensibilidade dos nucleos AVPV e ARC a
altas e baixas doses de E;. No AVPV, a razdo ERo/ER € baixa, o que significa que ha
uma forte influéncia de ER[ sobre a atividade transcricional de ERa. Dessa forma,
baixas doses de E; ndo sdo capazes de ativar este nicleo. Apenas doses elevadas desse

hormbnio geram a ativacdo desse nucleo, estimulando a expressdo de Kissl e,
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consequentemente, a secregdo de LH, num mecanismo de retroalimentagéo positiva. No
ARC, por outro lado, a razdo ERo/ERp ¢ alta e, consequentemente, a influéncia de ER3
sobre a atividade transcricional de ERa € baixa. Assim, tanto baixas como altas doses de
E, ativam esse nucleo, inibindo a expressdo de Kissl e a secre¢do de LH, num

mecanismo de retroalimentacdo negativa.
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