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RESUMO

A prolactina (PRL) € um hormdnio adenohipofisario que exerce diversas funcbes além
do seu papel essencial na lactacdo, como a modulacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-
gonadal (HPG) e do comportamento do tipo ansioso. No presente trabalho,
investigamos mecanismos neuroenddcrinos relacionados a essas duas fungdes da PRL.
No primeiro estudo, avaliamos o0 mecanismo envolvido no pico da secrecdo de PRL
induzido pelo estradiol (E2). Ratas ovariectomizadas (OV) foram tratadas com 6leo ou
com duas doses de E2, que resultam em niveis fisiologicos baixos (OVE-4) ou altos
(OVE-80) deste horménio. Ambas as doses de E2 promoveram picos na secrecdo de
PRL de modo semelhante ao proestro (PRO), o que ndo ocorreu em ratas OV ou em
diestro (DI). A atividade enzimética dos neurbnios dopaminérgicos, medida pela
marcacdo da tirosina hidroxilase (TH) fosforilada, apresentou-se diminuida apenas nas
ratas OVE-80, mas ndo diferiu entre as ratas em DI e PRO, 0 que mostra que mudanca
nessa atividade ndo é determinante para génese do pico de PRL. A analise da expressao
de c-Fos na area pré-Optica, no ndcleo periventricular e no nucleo paraventricular
(PVN) do hipotdlamo também ndo demonstrou ativacdo neuronal relacionada ao
aumento da secrecdo de PRL. Entretanto, analise neuroquimica das concentracfes de
dopamina (DA) e acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) revelou um padrdo de
reducdo diaria na atividade dos terminais dopaminérgicos neuroenddcrinos
independentemente dos niveis de E2. Por outro lado, ambas as doses de E2 foram
capazes de alterar a expressdo de genes chave para o controle da PRL na adenohipdfise,
incluindo reducdo do receptor dopaminérgico D2 e aumento do receptor para ocitocina
(OT). Assim, estes dados sugerem que o pico de PRL induzido por E2 em ratas depende
essencialmente da reducdo diaria no ténus inibitério dopaminérgico associada ao efeito

do E2 de alterar a responsividade dos lactotrofos aos inputs inibitorios e estimulatérios



hipotalamicos. O segundo estudo de nosso trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
da PRL sobre a ansiedade, e 0s possiveis mecanismos centrais envolvidos nesta a¢do. O
tratamento intracerebroventricular de ratos com PRL confrmou seu efeito ansiolitico, o
qual observamos ter um perfil de dose resposta em U invertido e ndo depender da
presenca de esteroides sexuais. Analise imunohistoquimica para proteina transdutora de
sinal e ativadora de transcricdo 5 (STATS) fosforilada revelou que, dentre as areas
cerebrais responsivas a PRL, os neurdnios do PVN foram os que apresentaram o mesmo
perfil dose resposta que o efeito ansiolitico. A administracdo de antagonistas para os
receptores de PRL e de OT bloquearam o efeito ansiolitico da PRL, mostrando que a
ativacdo de ambos é essencial na mediacdo desse efeito. Finalmente, a avaliacdo da
imunorreatividade a Fos em ratos submetidos ao estresse por contencdo demonstrou
que, de fato, a ativacdo do PVN frente ao estresse € bloqueada pela PRL. Desse modo,
nosso estudo demostra que a agdo ansiolitica da PRL é mediada pela inibicdo da

atividade do PVN e que os neurénios OT possuem papel essencial neste mecanismo.

Palavras-chave: Prolactina, estradiol, dopamina, hipo6fise anterior, ocitocina, ansiedade,

nucleo periventricular



ABSTRACT

Prolactin (PRL) is a pituitary hormone that exerts many functions besides its essential
role in lactation, such as the modulation of the hypothalamus-pituitary-gonadal (HPG)
axis and anxious behavior. In the present work, we investigated the neuroendocrine
mechanisms related to these two functions of PRL. In the first study, we evaluated the
mechanism involved in estradiol (E2)-induced PRL surge. Ovariectomized (OV) rats
were treated with oil or two doses of E2, which resulted in low (OVE-4) and high
(OVE-80) physiological levels of this hormone. Both E2 doses promoted surges in PRL
secretion similarly to proestrus (PRO), which did not occur in OV or diestrus (D) rats.
The enzymatic activity of dopaminergic neurons, measured by phosphorylated tyrosine
hydroxylase (TH) labeling, was reduced only in OVE-80 rats, but did not differ between
DI of PRO, which indicated that change in this activity is not determinant for the PRL
surge genesis. Analysis of c-Fos expression in the preoptic area, periventricular nucleus
and paraventricular nucleus (PVN) of the hypothalamus also did not demonstrate
neuronal activation related to increased PRL secretion. However, neurochemical
analysis of dopamine (DA) and 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC)
concentrations revealed a pattern of daily reduction in the activity of neuroendocrine
dopaminergic terminals regardless of E2 levels. On the other hand, both E2 doses were
able to alter the expression of key genes for the control of PRL in the pituitary,
including reduction of D2 receptor and increase of oxytocin (OT) receptor. Thus, these
data suggest that the E2-induced PRL surge in female rats depends essentially on the
daily reduction in dopaminergic inhibitory tone associated with E2 effect of altering
lactotrophs responsiveness to hypothalamic inhibitory and stimulatory inputs. The
second study of our work aimed to evaluate the effect of PRL on anxiety, and the

possible central mechanisms involved in this action. Intracerebroventricular trarment of



rats with PRL confirmed its anxiolytic effect, which we observed to have dose-response
in inverted U profile, and does not depend on the presence of sex steroids.
Imunohistochemical analysis of phosphorylated transducer and activator of transcription
proteins 5 (STATS) revealed that, among the brain areas responsive to PRL, PVN
neurons were the ones that presented the same dose-dependent profile of its anxiolytic
effect. Administration of antagonists for PRL and OT receptors blocked PRL anxiolytic
effect, showing that the activation of them both is essential in mediating this effect.
Finally, the evaluation of Fos immunoreactivity in rats subjected to restraint stress
demonstrated that, in fact, PVN activation in respose to stress is blocked by PRL. Thus,
our study demonstrates that PRL anxiolytic action is mediated by the inhibition of PVN

activity and that OT neurons play an essential role in this mechanism.

Key-words: Prolactin, estradiol, dopamine, pituitary, oxytocin, anxiety, periventricular

nucleus
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INTRODUCAO

A prolactina (PRL) é um horménio polipeptidico sintetizado, principalmente,
pelos lactotrofos hipofisarios (Bole-Feysot et al., 1998). Esse horménio foi,
primeiramente, reconhecido pelo seu papel na promoc¢édo da lactacdo (Freeman et al.,
2000). No entanto, além do papel primordial na lactacdo e de diversas outras
importantes funcfes, a PRL modula a atividade do eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadal
(HPG) (Freeman et al., 2000). Camundongos fémea com delecéo do receptor de PRL
(PRL-R) apresentam comprometimento da fertilidade (Ormandy et al., 1997; Bole-
Feysot et al., 1998), o que ressalta a importancia desse horménio e do seu receptor no
controle do eixo reprodutivo. A PRL também exerce importantes funcgdes
comportamentais. Ela promove comportamento maternal (Lucas et al., 1998; Brown et
al, 2017) e alimentar (Grattan & Kokay, 2008), regula a liberacdo de
neurotransmissores e neuropeptidios (Grattan & Kokay, 2008; Vega et al., 2010),
estimula a neurogénese (Shingo et al., 2003) e atenua respostas ao estresse e ansiedade
(Torner et al., 2001; Torner & Neumann, 2002). De fato, a PRL &, muitas vezes,
reconhecida como um “hormonio de estresse”, uma vez que varios estressores fisicos e
emocionais estimulam a sua secrecdo (Noel et al., 1972; Poletini et al., 2006). O
aumento dos niveis circulantes de PRL é considerado uma adaptacdo para garantir a
competéncia do sistema imune (Dorshkind & Horseman, 2000; Yu-Lee, 2002) e
apropriada resposta fisiologica e comportamental ao estimulo estressor (Torner et al.,

2001; Torner & Neumann, 2002).

Os mecanismos neuroenddcrinos relacionados ao papel exercido pela PRL sobre
0 eixo reprodutivo e sobre a ansiedade foram investigados no presente trabalho, que foi
dividido em dois estudos. O primeiro investigou 0 mecanismo do controle da secregéo

de PRL pelo estradiol (E2) durante o ciclo ovariano em ratas. No segundo estudo,
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avaliamos o efeito da PRL sobre o comportamento do tipo ansioso em ratos e as vias

centrais associadas a este efeito.

ESTUDO 1: CONTROLE NEUROENDOCRINO DO PICO DE PROLACTINA

INDUZIDO POR E2

Ciclo estral e a secrecéo de PRL

A secrecdo de PRL é essencial para a reproducdo em roedores. Além do seu
conhecido papel no desenvolvimento das glandulas mamérias e na promogdo da
lactacdo, esse horménio também tem acdo luteotrofica, exercendo papel critico para a
manutencdo da gestacdo (Bartke, 1973; Ben-Jonathan et al., 2008). Ademais, a PRL tem
se mostrado um importante hormonio na mediacdo de modificagfes adaptativas do
cérebro maternal, sendo essencial na promoc¢do do comportamento maternal (Lucas et
al., 1998; Grattan & Kokay, 2008; Brown et al., 2017). Os niveis séricos de PRL variam
ao longo do ciclo estral da rata, que é constituido por 4 fases: metaestro, diestro (DI),
proestro (PRO) e estro. As suas concentracfes plasmaticas permanecem baixas da tarde
do estro até a manhad do PRO seguinte. Na tarde do PRO, ocorre um pico na secrec¢do de
PRL, de forma quase concomitante ao pico do horménio luteinizante (LH) (Butcher et
al.,, 1974; Smith et al.,, 1975; Szawka et al., 2005). Assim como para 0 pico
preovulatério de LH, os crescentes niveis de E2 secretados pelos foliculos ovarianos sdo
um sinal enddcrino para o eixo hipotdlamo-hipd6fise gerar o pico de PRL no PRO. A
administracdo de um anticorpo para E2 na manha do DI bloqueia o pico de PRL no
PRO (Neill et al.,, 1971). Além disso, em resposta a exposicdo ao E2, ratas
ovariectomizadas (OV) apresentam picos diarios de secre¢do de PRL no periodo da

tarde, correspondentes ao pico observado no PRO (Neill, 1972; Neill & Smith, 1974).
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Mecanismo de acdo da PRL

A PRL exerce seus papeis fisioldgicos através da ligacdo a seus receptores de
membrana, pertencentes a superfamilia de receptores de citocinas de classe 1 (Kelly et
al., 1991). O PRL-R é expresso em duas diferentes isoformas: a forma longa e a forma
curta, que diferem pela composicdo e tamanho da sua cauda citoplasmatica (Bole-
Feysot et al., 1998). Apesar do receptor curto também ser expresso no cérebro do roedor
(Bakowska & Morrell, 2003), as acBes da PRL no cérebro parecem ser
predominantemente mediadas pela forma longa, onde ela ativa primariamente a via de
sinalizacdo intracelular mediada pela proteina citoplasmética janus tirosina quinase
(JAK), que se encontra acoplada aos PRL-R (Lebrun et al., 1994; Pezet et al., 1997). A
ativacdo do receptor leva a ativacdo de proteinas transdutoras de sinal e ativadoras de
transcricdo (STAT), que se ligam a sequéncias especificas de genes promotores e
regulam, entdo, a transcricdo génica (Bole-Feysot et al., 1998; Goffin et al., 1999;
Freeman et al., 2000; Grattan et al., 2001; Lerant et al., 2001; Yip et al., 2012). A
STATS ¢ a principal variedade de STAT ativada pelo PRL-R, e é expressa em duas
diferentes isoformas em diversas espécies animais, incluindo primatas e roedores:
STAT5a e STATS5b (Grimley et al., 1999). Diferentes funcbes tém sido atribuidas a
cada uma dessas isoformas, as quais sao ativadas seletivamente em diferentes tecidos. O
desenvolvimento das glandulas maméarias e a lactogénese dependem da expressdo de
STATD5a (Liu et al., 1997). A sinalizacdo da PRL no cérebro e o seu controle hormonal,
por outro lado, parecem estar atrelados ao STAT5b, uma vez que camundongos
deficientes de STAT5b apresentam defeitos na retroalimentacéo negativa da PRL sobre
0s neurdnios dopamineérgicos e, consequentemente, altos niveis séricos desse hormonio
(Grattan et al., 2001). Assim, a fosforilacdo do STAT5 (pSTATS) induzida por PRL é

um marcador confiavel da acdo celular da PRL no cérebro (Brown et al., 2010; Kirk et
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al., 2017; Salais-Lopez et al., 2017; Olah et al., 2018). Em adigdo a via de STAT5, a
ativacdo do PRL-R também pode agir por mecanismos alternativos para gerar rapidas
mudangas na excitabilidade neural (Nishihara & Kimura, 1989; Sirzen-Zelenskaya et
al., 2011; Brown et al., 2012; Lyons et al., 2012; Patil et al., 2014; Buonfiglio et al.,

2015; Georgescu et al., 2020).

Controle da secrecéo de PRL

A PRL controla a sua propria secrecdo através da inibicdo e estimulacdo dos
neurdnios hipotalamicos dopaminérgicos (Grattan & Kokay, 2008). Estes neurbnios
secretam dopamina (DA), que inibe tonicamente a secrecdo de PRL (Freeman et al.,
2000). A secrecdo de PRL se da por exocitose dependente de célcio, e a DA causa uma
hiperpolarizacdo na membrana do lactotrofo, diminuindo calcio intracelular e,
consequentemente, inibindo a secre¢cdo de PRL (Ben-Jonathan et al., 2008). Os
neurdnios neuroendocrinos dopaminérgicos pertencem a trés diferentes populacdes de
neurdnios hipotalamicos: neurbnios do sistema tuberoinfundibular dopaminérgico
(TIDA), sistema tuberohipofiseal dopaminérgico (THDA) e sistema periventricular
hipofiseal dopaminérgico (PHDA). Os neurdnios TIDA localizam-se no nucleo
arqueado do hipotalamo (ARC) e projetam-se para a zona externa da eminéncia
mediana (ME) (Kawano & Daikoku, 1987). Os neurénios THDA, por sua vez,
localizam-se no ARC rostral, e projetam-se para 0s lobos intermediario e neural da
hipdfise (Holzbauer & Racke, 1985). Finalmente, os neurénios PHDA estdo localizados
no nacleo periventricular hipotalamico, com projecdes para o lobo intermediario
(Goudreau et al., 1995). Ao estimular a atividade desses neurbnios produtores de DA, a
PRL regula a sua propria secregdo, atraves de um mecanismo de retroalimentagdo
negativa de alga curta (Ben-Jonathan & Hnasko, 2001). Ainda em 1986, Thomas e

colaboradores mostraram que uma cirurgia desconectando o hipotalamo da hipofise
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causava aumento na secre¢cdo de PRL em ovelhas em anestro e em fase reprodutiva
(Thomas et al., 1986), mostrando a importancia do tonus inibitorio proveniente do
hipotdlamo no controle de sua secre¢do. Adicionalmente, estudo eletrofisiologico
conduzido em camundongos mostrou que h& um rapido aumento na taxa de disparo dos
neurdnios TIDA apds tratamento com PRL (Brown et al., 2012).

Os receptores dopaminérgicos localizados nas membranas dos lactotrofos
pertencem a subclasse D2 da familia de receptores para DA, sendo denominados D2r
(Meador-Woodruff et al.,, 1989; Freeman et al.,, 2000). Camundongos com
comprometimentos no gene que codifica o D2r apresentam hiperplasia dos lactotrofos e
hiperprolactinemia (Kelly et al., 1997; Saiardi et al., 1997). O controle da PRL sobre a
sua propria secrecdo é possivel uma vez que esse hormonio atravessa a barreira
hematoencefélica através de um sistema de transporte saturdvel mediado por
carreadores (Grattan & Kokay, 2008; Brown et al., 2016), de modo que sua liberagéo
pelos lactotrofos pode ter efeitos no sistema nervoso central. De fato, trinta minutos
ap6s a sua administracdo periférica, a PRL ativa neurbnios cerebrais através da
fosforilagdo do STATS (Brown et al., 2016). As agdes da PRL sobre os neuronios
TIDA, com excec¢do do estado de lactacdo, se ddo através de mecanismos rapidos sobre
a atividade elétrica desses neurdnios, bem como mecanismos lentos através da via de
STATS e alteragcdo de padrdes de expressdo génica. A PRL é capaz de induzir uma
rapida despolarizacdo dos neurénios TIDA e um consequente aumento na taxa de
disparo de potenciais de agdo, resultando em aumento da liberagcdo de DA e inibicdo da
secrecdo de PRL (Brown et al., 2012; Lyons et al., 2012; Romano et al., 2013). Nesses
mesmos neurdnios, a PRL ativa vias transcricionais mediadas por STATS5, estimulando
a expressdo da tirosina hidroxilase (TH) para promover um aumento na sintese de DA

(Arbogast & Voogt, 1996).
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O E2 é um potente estimulador endégeno da secrecéo de PRL, sendo este efeito
relacionado a ac¢des hipofisarias e hipotalamicas (West & Dannies, 1980; Samson et al.,
1986; Yamamoto et al., 1986; Garris & Ben-Jonathan, 1991; De Paul et al., 1997;
Kennett et al., 2009; Morel et al., 2009). Em ratas, o E2 induz um pico de secrecdo de
PRL na tarde do PRO, que é reproduzido em ratas OV tratadas com E2 (OVE)
(Caligaris et al., 1974; Poletini et al., 2004; Aquino et al., 2016). Isto ocorre, pelo menos
em parte, devido a uma diminuicdo no ténus inibitério exercido pela DA sobre 0s
lactotrofos, mediada pelo aumento dos niveis de E2 durante o ciclo estral (Carr &
Voogt, 1980; Mai et al., 1994; Shieh & Pan, 1996). Todavia, por motivos ainda néo
entendidos, embora o E2 estimule a secregéo basal de PRL, ele parece ndo promover um
pico de secrecdo deste hormdnio no periodo pré-ovulatério em mulheres (Ben-Jonathan
et al., 2008). Esta é uma interessante questdo que indica que 0s mecanismos pelos quais
0 E2 estimula a secregéo de PRL em roedores e humanos ainda ndo sdao completamente
compreendidos. Desse modo, este estudo exploratério teve como objetivo aprofundar o
entendimento sobre 0s mecanismos responsaveis pela génese do pico de PRL induzido
por E2 em ratas. Para tanto, utilizamos tratamentos com diferentes doses de E2 de forma

a diferenciar efeitos essenciais ou modulatdrios do E2 na génese do pico de PRL.
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1 OBJETIVO GERAL

Investigar os componentes neuroenddcrinos essenciais responsaveis pelo aumento

da secrecdo de PRL induzido por E2 em ratas.

1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Investigar o efeito de baixos e altos niveis fisioldgicos de E2 sobre a secre¢do de
PRL, e os efeitos hipotalamicos desencadeados nestas duas condicdes
estrogénicas;
2) Avaliar a atividade dopaminérgica em resposta aos diferentes niveis de E2;
3) ldentificar a resposta hipofisaria aos diferentes niveis de E2;

4) Determinar a participacdo dos receptores para estrogenos (ERs) no aumento da

secrecdo de PRL induzido por E2.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 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 cinco por caixa (39 x 32 x 17 cm), em
ambiente de temperatura (22 + 2 °C) e luz (12:00 h claro/12:00 h escuro; luzes acesas as
07:00 h) controladas, com &gua e racdo ad libitum. Apos os procedimentos cirurgicos,
0s 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° 83/2014).

2.2 Planejamento experimental

2.2.1 Experimento 1 (referente ao objetivo 1): Efeito de baixos e altos niveis de E2

sobre a secrecdo de PRL e sobre a atividade de neurdnios hipotalamicos

Para alcancar o objetivo 1, foi avaliado o efeito de niveis baixos e altos de E2
sobre a secrecé@o de PRL, e sobre parametros hipotalamicos possivelmente relacionados
ao controle dessa secrecdo. Para isso, ratas foram OV e, 7 dias depois, iniciou-se o
tratamento diario, por 3 dias, com ¢leo de milho (OV; n = 6) ou E2 nas doses de 4
(OVE-4; n = 5) ou 80 (OVE-80; n = 5) pug/kg. Em estudo anterior, apresentado em
congresso recentemente (Henriques et al., 2021), estabelecemos que estas doses de 4 e
80 ug/kg produzem baixos e altos niveis fisiologicos de E2, respectivamente. Ratas em
proestro (PRO; n = 7) e em diestro (DI; n = 6) foram utilizadas como referéncia de

condigdes fisiologicas de altos e baixos niveis de E2, respectivamente. No dia anterior
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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. Ap6s a ultima
coleta, as ratas foram perfundidas e o0s cérebros processados para andlise
imunohistoquimica da expressdo de TH e TH fosforilada (S*pTH) na ME, c-Fos e
ocitocina (OT) no nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN), e Fos no nucleo
periventricular (PeN) e na area pré-optica medial (MPA). As concentracdes plasmaticas

de PRL das amostras de sangue foram determinadas por radioimunoensaio (RIE).

2.2.2 Experimento 2 (referente aos objetivos 2 e 3): Efeito de baixos e altos niveis

de E2 sobre a atividade dopaminérgica e responsividade hipofisaria

Para alcancar o objetivo 2, foi avaliado o efeito de niveis baixos e altos de E2
sobre as variacdes temporais das concentracfes de DA e seu metabolito, acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC), na ME e nos l6bulos neural e intermediario da hipofise
(NIL). Como parte do objetivo 3, investigamos os efeitos dos dois niveis de E2 sobre a
expressao de genes hipofisarios relacionados as acdes do E2 e ao controle da secre¢édo
de PRL. Ratas foram OV e, 7 dias depois, iniciou-se o tratamento diario, por 3 dias,
com 6leo de milho (OV; n = 6) ou E2 nas doses de 4 (OVE-4; n = 6) ou 80 (OVE-80; n
= 6) ng/kg. No dia experimental, as ratas foram decapitadas nos horarios de 10:00 h,
16:00 h e 18:00 h e tiveram o sangue colhido pelo tronco. A ME, o NIL, a
adenohipofise e o PVN foram dissecados e armazenados. As concentragdes plasmaticas
de PRL das amostras de sangue foram determinadas por ensaio de imunoabsor¢édo
enzimatica (ELISA). DA e DOPAC na ME e NIL foram dosados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia e deteccdo eletroquimica (HPLC-ED). Hipofise e PVN foram

processados para a quantificagcdo da expressdo do mRNA dos genes para PRL (Prl),
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receptor D2 de DA (Drd2), receptor para OT (OT-R) (Oxtr), ERa (Ersl), ERB (Esr2),

receptor para progesterona (Pgr) e OT (Oxt) por RT-PCR em tempo real (qPCR).

2.2.3 Experimento 3 (referente ao objetivo 4): Papel dos subtipos de ER na génese

do pico de PRL induzido por E2

Para alcancar o objetivo 4, foi avaliado o efeito da ativagdo seletiva de ERa ou
ERp sobre a secrecdo de PRL. Para isso, ratas foram OV e, 7 dias depois, iniciou-Se 0
tratamento diario, por 3 dias, com 6 mg/kg, s.c. (Sanchez-Criado et al., 2004; Aquino et
al., 2017), do agonista seletivo para ERa, propilpirazoltriol (PPT; OV+PPT; n = 5) ou
do agonista seletivo para ERp, diarilpropionitrilo (DPN; OV+DPN; n = 3). No dia
anterior ao experimento, os 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. Ap0s a ultima coleta, os animais foram sacrificados e os uteros foram coletados
para pesagem. As concentracGes plasmaticas de PRL das amostras de sangue foram

determinadas por ELISA.

2.3 Anestésicos e drogas

Para a realizag&o da ovariectomia e perfusdo, os animais foram anestesiados com
solucéo 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.). Apés as cirurgias, 0S animais
receberam tratamento profilatico com antibiotico (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), o PPT (Tocris
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Bioscience, Bristol, UK) e o DPN (Tocris Bioscience, Bristol, UK) foram administrados

dissolvidos em 6leo de milho.

2.4 Cirurgias
2.4.1 Ovariectomia

A ovariectomia foi realizada através da laparotomia bilateral. Apds anestesia, foi
feita a tricotomia e assepsia da regido lateral do abdémen. Um corte foi realizado na
regido e, apds incisdo 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

incisGes no musculo e na pele foram suturadas.

2.4.2 Canulacdo da veia jugular

Apos anestesia, foi realizada a tricotomia e assepsia da regido clavicular direita,
onde, ap6s 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.

2.5 Coleta seriada de sangue

Nos experimentos 1 e 3, amostras de 400 pL de sangue foram colhidas através
da veia jugular nos horarios determinados pelo protocolo experimental, e 0 mesmo
volume foi reposto com solugdo de salina heparinizada (30 Ul/mL) estéril. As amostras
foram centrifugadas a 1200 g, por 20 min, a 4 °C e o plasma, armazenado a —20 °C até o

momento das dosagens hormonais.
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2.6 Radioimunoensaio para PRL

As concentracdes plasmaticas de PRL do experimento 1 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 evitar variacdes inter-ensaio. O anticorpo utilizado foi fornecido pelo Programa
Nacional de Peptideos e Hormoénios (Harbor-UCLA), e foi PRL-S9 e o padrdo de

referéncia, PRL-RP3.

2.7 ELISA para PRL

A dosagem de PRL dos experimentos 2 e 3 foram realizadas a partir de plasma
por meio do método de ELISA para PRL de rato, adaptado em nosso laboratério
(Aquino et al., 2017; Silva et al., 2020a). Placas de 96 pocos (Corning, 96 Well Clear
Flat Bottom Polystyrene High Band Microplate; Life Science; St. Louis, EUA) foram
pré-adsorvidas com 50 ul/po¢o do anticorpo de captura anti-rPRL-IC [AFP65191,
National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases—National Hormone
and Pituitary Program (NIDDK-NHPP), diluicdo 1:1500 em tampé&o fosfato-salina
(PBS)]. Todas as incubagdes subsequentes foram feitas sob agitacdo em camara Umida,
a temperatura ambiente, exceto quando mencionado. As placas foram vertidas e
incubadas durante 2 h com 200 pL de solu¢do de bloqueio (leite em pd 5% em PBS
0,05% + Tween-20; PBS-T). Em seguida, as placas foram lavadas 5 vezes por 3
minutos com PBS-T. As placas foram incubadas durante 24 h com 50 pL de padrao de
PRL para rato rPRL-RP-3 (AFP-4459B, NIDDK-NHPP) ou amostras. Amostras com
concentracdes conhecidas de PRL foram utilizadas como controle de qualidade. Apos o

periodo de incubagdo, 50 puL do anticorpo de detecgdo rabbit anti-mouse PRL (F.
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Talamantes; University of Santa Cruz, CA, USA; diluicdo 1:25000 em solucdo de
bloqueio) foi adicionado e incubado por 24 h a 4°C. As placas foram, entdo, lavadas e
incubadas durante 90 minutos com 50 pl do anticorpo secundario goat anti-rabbit
(Dako Pathology Solutions, Santa Clara, CA, USA,; diluicdo 1:2000 em 50% solucéo de
bloqueio e 50% PBS). As placas foram lavadas e incubadas com 100 pL de OPD (o-
Phenylenediamine; P1526, Sigma-Aldrich, 2 mg/mL diluido em tampdo citrato; pH 5,0
contendo 0,02% de perdxido de hidrogénio) por 45 minutos. A reacdo foi interrompida
pela adi¢ao de 50 pL de acido cloridrico 3 M. A leitura das placas foi feita a 490, e a
leitura a 650 nm foi utilizada para correcdo de leitura inespecifica. As concentraces
foram obtidas a partir da interpolagdo da densidade dptica das amostras desconhecidas

na regressdo ndo-linear das respectivas curvas de calibracéo.

2.8 Perfusao e processamento dos cérebros

Os animais foram perfundidos através da aorta ascendente, com 50 mL de PBS
0,01 M heparinizado (5 UI/mL), seguido de 400 mL de paraformaldeido (PFA) 4% em
tampdo fosfato (PB) 0,1 M, pH 7,4. Os cérebros foram pds-fixados em PFA 4% por 2 h
e crioprotegidos em solucédo de sacarose 30% em tampao fosfato (PB) 0,1M a 4 °C. Em
seguida, foram congelados em isopentano 99% (C5H12), a -50 °C. Depois de
congelados, os cérebros foram armazenados a —80 °C até 0 momento da obtengdo dos
cortes em criostato. Quatro séries de secgdes coronais de 30 um da extensdo
rostrocaudal da MPA, PVN e ARC foram obtidas de acordo com o atlas de Paxinos e
Watson (Paxinos & Watson, 2007). As sec¢Oes foram armazenadas em solugéo
crioprotetora a —20 °C (Watson et al., 1986) para a posterior realizacdo de anélises de
imunohistoquimica de marcacdo fluorescente para TH e S*%TH no ARC, e de

marcagdo via peroxidase para c-Fos na MPA e PeN, e dupla marcacdo para c-Fos e OT
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no PVN, conforme protocolos previamente descritos (Aquino et al., 2016; Aquino et al.,

2017).

2.9 Imunohistoquimica — Marcacao peroxidase

Foi utilizado o método de free-floating para a realizacdo da imunohistoquimica
pelo método da peroxidase (Araujo-Lopes et al., 2014; Aquino et al., 2016). 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 c-Fos, as sec¢bes foram
retiradas da solucdo crioprotetora e lavadas 10 vezes durante 6 minutos com PBS
0,01M. Em seguida, as sec¢bes foram lavadas com glicina 0,1M por 10 minutos, para
que os sitios antigénicos mascarados pelo PFA 4% utilizado para a fixacdo fossem
expostos. Em seguida, as sec¢des foram incubadas durante 30 minutos em H202 1%,
com o objetivo de bloquear peroxidases enddgenas, e depois incubadas durante 30 min
em TX-100 0,4%. O TX-100 possui a funcdo de permeabilizar a membrana celular,
permitindo a penetracdo dos anticorpos. As secc¢des foram incubadas em 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 anti-c-Fos produzido
em coelho (Ab-5; PC38, Calbiochem, Darmstadt, Alemanha; 1: 20.000) A incubacéo foi
feita por 48 h a uma temperatura de 4 °C. Foi feita a incubagdo com o anticorpo
secundario anti-1gG de coelho biotinilado (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA)
na concentracdo de 1:2.000, por 2 h. As sec¢Oes foram, entdo, incubadas por 1 h em
complexo avidina DH-peroxidase biotinilada (ABC Elite, Vector Laboratories) a 1:600.
A marcagao foi revelada com solugdo contendo 3,3’diaminobenzidina-HCI (DAB, 0,2

mg/mL; Sigma-Aldrich), sulfato de niquel (Ni, 25 mg/mL) e H202 (1 pL/mL de
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solugédo de H202 30%) em tampédo Tris-HCI 0,05 M (pH 7,6). As seccBGes foram
montadas em laminas gelatinizadas, desidratadas e as laminulas coladas com Entellan
(Merck). Imagens das sec¢des foram obtidas em microscopio Optico utilizando-se como

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

Para a dupla marcacdo de c-Fos/OT, foi feito 0 mesmo procedimento realizado
para a marcagdo simples, mas apés a revelacdo da marcacdo para c-Fos, foi feita uma
nova incubacdo com H202 1% por 30 minutos, seguida da incubacdo com o anticorpo
primario anti-OT produzido em camundongo (Chemicon International, Temecula, CA,
EUA, diluicdo 1:100.000). As sec¢des foram mantidas a 4 °C por 48 h, e em seguida
incubadas com o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo 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 1:600 por 1 h e, em seguida, foi feita a revelacdo com solucdo de DAB
(0,2 mg/mL) e H202 (0.083uL/mL de H202 30%) em tamp&o Tris-HCI. Os cortes
foram montados em laminas gelatinizadas, desidratadas e as laminulas coladas com

Entellan (Merck) e as imagens obtidas em microscopio optico.

2.10 Imunohistoquimica — Marcacéao fluorescente

Para a dupla marcagdo de TH e S*TH, foi utilizada a técnica de
imunofluorescéncia (Silva et al., 2020a; Silva et al., 2020b). Assim como o método
anterior, a imunofluorescéncia foi realizada por free-floating. Foram feitas lavagens em
PBS 0,01M em todos os passos do processo, € 0s anticorpos primarios e secundarios
foram diluidos em PBS contendo TX-100 0,3% e BSA 1%. As secc¢bes foram lavadas

por 10 minutos com boridreto de sodio 0,1 M, e em seguida incubadas por 30 minutos
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em TX-100 0,4%. Apo6s incubacdo de 1 h em BSA 3%, as sec¢des foram incubadas nos
anticorpos primarios anti-TH produzido em camundongo (T1299; Sigma-Aldrich;
1:10.000) e anti-pTH produzido em coelho (serina40-pTH, 36-8600 Zymed
Laboratories; Invitrogen, Camarillo, CA; 1:10.000) por 48 h. Apds este periodo, as
sec¢Oes foram incubadas com anticorpos secundarios fluorescentes anti-camundongo
Alexa Fluor 568 (Life Technologies, Eugene, OR, 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 analise e obtencdo de imagens foram feitos em

microscopio de fluorescéncia.

2.11 HPLC-ED

As disseccbes da ME e NIL foram homogeneizadas com sonicador,
respectivamente, em 100 pL e 150 pL de acido perclorico (PCA) 0,15 M contendo 0,1
mM de EDTA e 57 nM de 3,4-diidroxibenzilamina (DHBA,; Sigma-Aldrich,
Milwaukee, WI), utilizado como padrdo interno. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 20 min, em temperatura de 4 °C. O pellet obtido foi
utilizado para dosagem do contetdo proteico pelo método de Bradford (Bradford,
1976). O sobrenadante foi removido para avaliagéo das concentracdes de DA e DOPAC
como previamente descrito (Aquino et al., 2017; Silva et al., 2020b). A fase movel do
sistema foi constituida de NaH2PO4 100 mM, NaCl 10 mM, EDTA 0,1 mM, écido
octanesulfénico de sodio 0,38 mM, em agua MiliQ e metanol 10%; pH 3,5 ajustado
com H3PO4. O fluxo da bomba do HPLC foi ajustado para 1,0 mL/min e o potencial do
detector eletroquimico 0,4 V (Decade Il, VT-03 eletrochemical flow cell; Antec

Leyden). Com o auxilio de um auto injetor (SIL-10A autosampler, Shimadzu
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Corporation), 20 uL. de cada amostra foram injetadas no HPLC. As catecolaminas foram
separadas em coluna de fase reversa (Purospher Star, 5 um, 250 x 4 mm; Merck)
precedida de pré-coluna C18 (Lichrospher 5 pm, 4 x 4 mm; Merck). O forno foi
mantido a uma temperatura constante de 40 °C. Foi utilizado o software Class-VP
(Shimadzu, Kyoto, Japdo) para a anélise dos dados cromatograficos. A DA e o DOPAC
foram identificados de acordo com seu tempo de eluigdo e quantificados utilizando-se
curvas de calibracdo pelo método do padrdo interno (DHBA). Considerou-se a
concentracdo de DA como a estimativa do estoque desse neurotransmissor nas vesiculas
sindpticas, enquanto que os niveis de DOPAC foram definidos como a estimativa da
liberagdo de DA (Lookingland et al., 1987). A razdo DOPAC/DA foi utilizada como
indice do turnover dopaminérgico. Todas as amostras de um mesmo experimento foram
diluidas em mesma solucéo e dosadas no mesmo ensaio, a fim de evitar variabilidade

inter ensaio.

2.12 gPCR

A andlise de expressdo génica por gPCR foi realizada utilizando método
previamente descrito (Silva et al., 2020a). A hipofise anterior foi dissecada para
avaliacdo dos niveis de RNAm dos genes para PRL (Prl), receptor D2 de DA (Drd2),
receptor para OT (Oxtr), receptor de estrogenos do tipo alfa (Ersl), receptor de
estrégenos do tipo beta (Esr2), receptor de progesterona (Pgr). O PVN foi analisado
para 0 RNAm de OT (Oxt). Ap6s a decapitacdo, a hipofise anterior foi coletada e os
cérebros foram removidos e congelados em gelo seco. Em seguida, o PVN foi dissecado
em criostato na temperatura de —8 °C pela técnica de “punch”, a aproximadamente
1,32mm do bregma, com agulha de 2 mm de didmetro, centralizada no terceiro

ventriculo, a aproximadamente 1mm da base do cérebro. A hipofise anterior e 0 PVN
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foram homogeneizados em 500 uL Tri-Reagent-LS (Life Technologies), utilizando uma
seringa de 1 mL e entdo congelados a —80 °C. RNAm total foi extraido adicionando
mais 500 pL Tri-Reagent-LS aos eppendorfs contendo as amostras. 1 g de RNAm foi
convertido em cDNA utilizando-se o kit Superscript Il (Invitrogen). O cDNA
sintetizado foi amplificado utilizando-se 4 uL de cDNA, 600 nM de cada primer, 10 pL
do reagente SYBR Green 4gua DNase e RNase-free conforme descrito pelo fabricante
(kit Platinum® SYBR® GREEN @PCR SuperMix-UDG; Invitrogen Life
Technologies). Os ensaios foram realizados em um termociclador Appied Biosystems
7500 seguintes condigdes: 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C, seguido por 40 ciclos de 15 s
a 95 °C; em seguida foi realizada anélise da curva de dissociacdo nas seguintes
condigBes: 1 mina 60 °C, 1 mina 95 °C, 1 min a 60 °C e 80 ciclos de 10 s a 55 °C, com
aumento gradativo de 0,5 °C. A andlise da expressio de RNAm foi feita pela
comparacao do nimero de copias do RNAmM entre os 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 expresséo relativa do RNAm
de Prl, Drd2, Oxtr, Ersi, Esr2, Pgr e Oxt foi calculada pela equacdo 2 “*“" (Livak &
Schmittgen, 2001), onde o ACT foi determinado pela subtragdo dos valores de CT do
gene de interesse e do respectivo Gapdh (gene normalizador), e o AACT foi obtido pela
subtracdo do valor de ACT de cada amostra pelo ACT das amostras do grupo calibrador
(grupo OV). A exponencial negativa na base 2 do valor de AACT forneceu a medida do
namero de vezes que o0 RNAm de Prl, Drd2, Oxtr, Ersl, Esr2, Pgr e Oxt variou em
relacdo ao grupo calibrador. A tabela 1 apresenta os primers utilizados para

amplificag&o.
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Gene Primers N° de acesso
Foward primer: 5- CATCAATGACTGCCCCACTTC-3'

Prl NM_012629.1
Reverse primer: 5'- CCAAACTGAGGATCAGGTTCAAA-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'
Foward primer: 5-ACAGCCGCATCTTCTTGTGC-3'

Gapdh NM_017008.4
Reverse primer: 5'-GCCTCACCCCATTTGATGTT-3'
Foward primer: 5-TGCCCTTCATCGTCACTCTG-3'

Drd2 NM_012547.1
Reverse primer: 5-GGGTACAGTTGCCCTTGAGT-3'
Foward primer: 5'-CATCTGCTGTAGCCCGGATGG-3'

Oxt NM_012996.3
Reverse primer: 5'-TGGTAGTGGCCATGGGGAATG-3'
Foward primer: 5-AATCCGCACGGTGAAGATGA-3'

Oxtr NM_012871.3
Reverse primer: 5-GAAGGCAGAAGCTTCCTTGG-3'
Forward primer: GGACTCTCCACACATCTGGC

Pgr NM_022847.2

Reverse primer: CCAGGGAGATCGGTATTGGC

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

2.13 Analise estatistica

Os dados foram apresentados em meédia + EPM. As diferencas entre 0s grupos

experimentais foram determinadas por analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas

vias, seguida do pos-teste de Holm-Sidak, conforme a ocorréncia de um ou dois fatores

de variagdo nos dados a serem analisados. P < 0,05 foi considerado estatisticamente

significante.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_012996.3?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=P91E0V6W01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_022847.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6WDTY07F013
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3 RESULTADOS

3.1 Experimento 1: Efeito de baixos e altos niveis de E2 sobre a secrecdo de PRL

e sobre a atividade de neurdnios hipotalamicos

Em estudo anterior, determinamos regimes de tratamento com E2 nas doses de 4 e
80 pg/kg que, respectivamente, resultam em niveis plasmaticos e efeitos no Utero e
secrecdo de hormonio luteinizante correspondentes as fases de DI e PRO do ciclo estral
da rata (Henriques et al., 2021). O presente experimento teve o objetivo de utilizar este
modelo para investigar os efeitos neuroendécrinos do E2 na génese do pico de secrecao
de PRL. Como se pode observar na figura 1, tanto a dose de 4 pg/kg como a dose de 80
pg/kg induziram a ocorréncia de um pico na secrecdo de PRL (P < 0,05), semelhante ao
pico observado em ratas em PRO (P < 0,001). Estes resultados sdo evidenciados nos
gréficos da area sob a curva (AUC) (P < 0,001) (Fig. 1C-D). No entanto, ratas OVE-80
apresentaram uma antecipacdo e amplificacdo do pico, que exibe um platd nos niveis
méaximos de PRL, que permanecem altos até a Gltima coleta. Este perfil é diferente do
observado nas ratas em PRO e OVE-4, que apresentam um Unico ponto maximo nos
niveis de PRL no horério de 16:00 h, que comecam a cair a partir das 17:00 h. De modo
interessante, as ratas DI e OV apresentam um pequeno mas significativo aumento nos

niveis de PRL no horério das 18:00 h (P < 0,05).
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Figura 1: Efeitos do estradiol (E2) sobre a secrecdo de prolactina (PRL). Ratas
ovariectomizadas (OV) foram tratadas com 6leo de milho (OV; n = 6) ou E2 em doses de 4
(OVE-4; n =5) ou 80 (OVE-80; n = 5) ug/kg por trés dias. Ratas intactas em diestro (DI; n = 6)
e proestro (PRO; n = 7) foram usadas como controles fisiolégicos de baixos e altos niveis de E2,
respectivamente. No dia experimental, amostras de sangue foram coletadas de hora em hora, das
13:00 h as 18:00 h. Os niveis de PRL das amostras de sangue foram dosados através de
radioimunoensaio (RIE). (A) Perfil de secrecdo de PRL em ratas em PRO e DI. * P < 0,05; ***
P < 0,001 comparado as 13:00 h. + P < 0,05; +++ P < 0,001 comparado aos mesmos horarios
em DI. (B) Perfil de secrecdo de PRL em ratas OV tratadas com E2. * P < 0,05 comparado as
13:00 h. + P < 0,05; ++ P < 0,01 comparado ao mesmo horario no grupo OVE-4. # P < 0,05
comparado ao mesmo horério no grupo OV. (C) Area sob a curva (AUC) dos niveis de PRL em
ratas intactas. *** P < 0,001 comparado ao DI. (D) AUC dos niveis de PRL em ratas OV

tratadas com E2. *** P < 0,001 comparado ao grupo OV. Dados expressos em média + EPM.
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Para investigar a participacdo dos neurénios TIDA na génese do pico de PRL,
realizamos a dupla marcacdo para TH e S*TH na ME (Fig 2 A-C). A razéo
S*TH/TH foi utilizada como referéncia do grau de fosforilacdo da TH na ME. A razéo
S*TH/TH ndo diferiu entre as ratas em DI e PRO (Fig. 2B). Por outro lado, uma
diminuico da razdo S*pTH/TH foi vista somente em ratas OVE-80 em relacdo a OV e
OVE-4 (P < 0,05) (Fig. 2C). Deste modo, a ocorréncia do pico ndo poderia estar
associada a um efeito estrogénico de reduzir a atividade enzimatica dos neurénios
TIDA, uma vez que ratas em PRO e OVE-4 ndo diferiram dos respectivos controles DI
e OV, apesar de apresentarem marcante pico de PRL a tarde. A modulacdo da atividade
desses neurdnios por altos niveis de E2 pode ser responsavel, no entanto, por uma
facilitacdo do pico de PRL, gque se apresentou maior no inicio e final da tarde no grupo

OVE-80 em relacdo ao OVE-4.
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Figura 2: Efeitos do E2 sobre a fosforilagdo da tirosina hidroxilase (TH) na eminéncia mediana
(ME). Ratas OV foram tratadas com 6leo de milho (OV; n = 5) ou E2 em doses de 4 (OVE-4; n
=5) ou 80 (OVE-80; n = 7) ng/kg por trés dias. Ratas intactas em DI (DI; n = 6) e PRO (PRO; n
= 5) foram usadas como controles fisioldgicos de baixos e altos niveis de E2, respectivamente.
No dia experimental, as ratas foram perfundidas as 18:00 h, e seus cérebros foram processados
para a marcagdo imunofluorescente de TH e TH fosforilada (S*pTH) na ME. (A) Imagens
representativas da dupla marcacdo de S*pTH e TH na ME. A cor verde indica marcagao para
S"TH, a cor vermelha indica marcacdo para TH, na coluna S“pTH/TH ¢ apresentada a
sobreposicdo das duas marcacdes. (B) Razdo da expressdo de SpTH e TH na ME de ratas
intactas. (C) Razdo da expressdo de S*pTH e TH na ME de ratas OV tratadas com E2. * P <
0,05 comparado aos grupos OV e OVE-4. Dados expressos em média + EPM. 3V, terceiro

ventriculo. Escala, 100 pum.

As figuras 3 e 4 demonstram a expressdo de c-Fos em regides hipotalamicas
associadas ao controle da secrecdo de PRL nas diferentes condic¢des estrogénicas. N&o
houve diferenca no numero de neurdnios c-Fos-imunorreativos (ir) na MPA entre 0s

grupos (Fig. 3A, 4A). O PeN e o0 PVN também né&o apreentaram diferenca entre ratas DI
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e PRO mas, por outro lado, apresentaram menor numero de neurdnios c-Fos-ir em ratas
OVE-4 do que em OV e OVE-80 (P < 0,05 para PeN; P < 0,05 e P < 0,01 comparado
ao OVE-80 e ao OV, respectivamente, no PVN) (Fig. 3B, 4B e C). Ainda, a expressdo
de c-Fos em neur6nios OT do PVN ndo variou entre DI e PRO, mas se mostrou maior
em ratas OVE-80 do que nas OVE-4 (P < 0,01). Esses resultados demonstram que
nenhuma dessas regides cerebrais deve ser essencial para a génese do pico de PRL
induzido por E2, uma vez que ndo apresentaram ativagdo neuronal associada a este
evento hormonal. A maior expressao de c-Fos no PeN e no PVN das ratas OVE-80 pode
estar associada a modulagédo do formato do pico, mas nao parece ter papel essencial para

a ocorréncia do mesmo.
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Figura 3: Imagens representativas dos efeitos do E2 na expressao de c-Fos na area pré-optica
medial (MPA) e nucleo periventricular (PeN) e dupla marcacdo para c-Fos e ocitocina (OT) no
nucleo paraventricular (PVN). Ratas OV foram tratadas com 6leo de milho (OV; n = 6) ou E2
em doses de 4 (OVE-4; n = 6) ou 80 (OVE-80; n = 6) ug/kg por trés dias. Ratas intactas em DI
(DI; n = 5) e PRO (PRO; n = 5) foram usadas como controles fisiol6gicos de baixos e altos
niveis de E2, respectivamente. No dia experimental, as ratas foram perfundidas as 18:00 h, e
seus cérebros foram processados para a marcacdo imunohistoquimica simples de c-Fos na MPA
e PeN e dupla marcacéo de c-Fos e OT no PVN. (A) Imagens representativas da expresséo de c-
Fos na MPA. (B) Imagens representativas da expressdo c-Fos e OT no PVN. 3V, terceiro
ventriculo. Inset indica ampliacdo da area destacada pelo retangulo da foto. Escalas, 100 um e

20 pm (inset).
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Figura 4: Efeitos do E2 na expressdo de c-Fos na MPA e PeN, e dupla marcagdo c-Fos/OT no
PVN. Ratas OV foram tratadas com 6leo de milho (OV; n = 6) ou E2 em doses de 4 (OVE-4; n
= 6) ou 80 (OVE-80; n = 6) ug/kg por trés dias. Ratas intactas em DI (DI; n = 5) e PRO (PRO; n
= 5) foram usadas como controles fisioldgicos de baixos e altos niveis de E2, respectivamente.
No dia experimental, as ratas foram perfundidas as 18:00 h, e seus cérebros foram processados
para a marcacao imunohistoquimica de c-Fos na MPA e PeN, e c-Fos e OT no PVN. (A)
Expressdo de Fos na MPA de ratas intactas e OV tratadas com E2. (B) Expressdo de c-Fos no
PeN de ratas intactas e OV tratadas com E2. * P < 0,05 comparado ao grupo OVE-4. # P < 0,05
comparado ao grupo OV. (C) Expressdo de c-Fos no PVN de ratas intactas e OV tratadas com
E2. * P < 0,05 comparado ao grupo OVE-4. ## P < 0,01 comparado ao grupo OV. (D)
Porcentagem de neurénios OT que expressam c-Fos no PVN de ratas intactas e OV tratadas

com E2. ** P < 0,01 comparado ao grupo OVE-4. Dados expressos em média £ EPM.
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3.2 Experimento 2: Efeito de baixos e altos niveis de E2 sobre a atividade

dopaminérgica e responsividade hipofisaria

Com o objetivo de investigar os efeitos estrogénicos sobre a atividade dos
neurbnios dopaminérgicos hipotaldmicos, variacbes nas concentracbes de DA e
DOPAC ao longo do dia foram determinadas na ME e NIL por HPLC-ED (Fig. 5). Em
ambas as regides, houve uma marcante diminuicdo no DOPAC (P < 0,001) (Fig. 5B, E)
e na razdo DOPAC/DA (P < 0,01) (Fig. 5C, F) as 18:00 h em relacdo aos demais
horarios. Essa diminuicédo foi idéntica entre as ratas OV, OVE-4 e OVE-80. Entretanto,
como esperado, apenas as ratas OVE-4 e OVE-80 apresentaram o pico de secrecdo de
PRL induzido por E2 (P < 0,001) (Fig. 5G). Essa diminuicao tanto de DOPAC como da
razdo DOPAC/DA foi vista tanto na ME como no NIL, indicando uma diminuicdo
diaria da atividade dopaminérgica dos neurdnios TIDA, PHDA e THDA que independe
dos niveis circulantes de E2. Esses dados indicam que, no periodo da tarde, ha uma
reducdo no ténus inibitdrio dopaminérgico, o qual parece ter um efeito de sinalizador
temporal para a génese do pico de PRL. Este pico, no entanto, s6 ocorre na sua

completa magnitude na presenca de E2.
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Figura 5: Diferentes concentragdes de E2 ndo interferem no padrdo diario de atividade
dopaminérgica na eminéncia mediana (ME) ou no I6bulo neurointermediario da hipofise (NIL).
Ratas OV foram tratadas com 6leo de milho (OV; n = 6) ou E2 em doses de 4 (OVE-4; n = 6)
ou 80 (OVE-80; n = 6) ug/kg por trés dias. No dia experimental, as ratas foram decapitadas as
10:00 h, 16:00 h ou 18:00 h, e a ME e o NIL foram dissecados e processados para a analise das
concentracdes de dopamina (DA) e seu metabdlito &cido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC)
por HPLC-ED. O sangue foi coletado pelo tronco e utilizado para a dosagem das concentracdes
plasméticas de PRL por ELISA. (A) Concentragdo de DA na ME. *** P < 0,001 comparado ao
grupo OV nos horérios de 10:00 h e 16:00 h. # P < 0,05 comparado ao grupo OV as 18:00 h.
(B) Concentracdo de DOPAC na ME. * P < 0,05 comparado ao horéario de 10:00 h no mesmo
grupo; *** P < 0,001 comparado a 10:00 e 16:00 h dos respectivos grupos; # P < 0,05
comparado ao OV e OV-4 as 16:00 h. (C) Razdo DOPAC/DA na ME. *** P < 0,001
comparado aos respectivos grupos nos horérios de 10:00 h e 16:00 h. (D) Concentra¢do de DA
no NIL. (E) Concentragcdo de DOPAC no NIL. * P < 0,05 comparado ao horario de 10:00 h no
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mesmo grupo; *** P < 0,001 comparado ao horario de 10:00 e 16:00 h dos respectivos grupos.
# P < 0,05 comparado aos grupos OV e OVE-80 as 16:00 h. (F) Razdo DOPAC/DA no NIL. **
P < 0,01 comparado aos horérios de 10:00 h e 16:00 h nos respectivos grupos. (G)
Concentragdo plasmética de PRL. ** P < 0,01; *** P < 0,001 comparado ao horério de 10:00 h
para os grupos OVE-4 e OVE-80. ## P < 0,01; ### P < 0,001 comparado ao grupo OV no
mesmo tempo. ++ P < 0,01 comparado ao grupo OVE-4 as 18:00 h. Dados expressos em média
+ EPM.

Desse modo, ainda buscando identificar o fator-chave para a génese do pico de
PRL, foi realizada a quantificacdo na adenohipo6fise do mMRNA de genes relacionados a
PRL. Neste caso, em concordancia com o perfil de secrecdo de PRL, ambos 0s grupos
tratados com E2 apresentaram maior expressao de Prl quando comparados aos animais
OV (P < 0,001) (Fig. 6A). Em comparacdo ao grupo OV, os dois niveis de E2
reduziram a expressdo de Drd2 (P < 0,01 para OVE-4 e P < 0,001 para OVE-80) e
aumentaram a expressdo de Oxtr (P < 0,01 para OVE-4 e P < 0,001 para OVE-80) (Fig.
6B, C). Em termos de receptores esteroidais, 0s genes Esrl e Esr2 foram inibidos por
ambos os tratamentos com E2 (P < 0,01 para OVE-4 e P < 0,001 para OVE-80) (Fig.
6D, E), enquanto o Pgr aumentou somente no grupo OVE-80 (P < 0,001) (Fig. 6F). Em
oposicdo as alteracdes hipofisarias, 0 MRNA de Otx no PVN ndo foi alterado em
resposta ao E2. Desse modo, a regulacdo pelo E2 dos genes de PRL, receptor D2
dopaminérgico, OT-R, ERa e ERpB na adenohipdfise apresentou-se associada a génese

do pico de PRL induzido por E2.
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Figura 6: Efeitos do E2 na expressdo de genes relacionados ao controle da PRL na
adenohipdfise. Ratas OV foram tratadas com 6leo de milho (OV; n = 6) ou E2 em doses de 4
(OVE-4; n = 5) ou 80 (OVE-80; n = 6) ng/kg por trés dias. No dia experimental, as ratas foram
decapitadas as 16:00 h, e a hipofise anterior foi dissecada e processada para a analise do RNAmM
de Prl, Drd2, Oxtr, Ersl, Esr2 e Pgr. Adicionalmente, 0 mMRNA de Oxt foi quantificado no
PVN. (A) Expressdo de Prl na hipofise anterior. *** P < 0,001 comparado ao grupo OV. (B)
Expressdo de Drd2 na hipdfise anterior. ** P < 0,01; *** P < 0,001 comparado ao grupo OV. #
P < 0,05 comparado ao grupo OVE-4. (C) Expressdo de Oxtr na hipéfise anterior. ** P < 0,01;
*** P < 0,001 comparado ao grupo OV. # P < 0,05 comparado ao grupo OVE-4. (D) Expressdo
de Ersl na hipofise anterior. ** P < 0,01; *** P < 0,001 comparado ao grupo OV. (E)



49

Expressdo de Ers2 na hipéfise anterior. ** P < 0,01; *** P < 0,001 comparado ao grupo OV.
(F) Expressdo de Pgr na hipofise anterior. *** P < 0,001 comparado ao grupo OV. ### P <
0,001 comparado ao grupo OVE-4. (G) Expressdo de Oxt no PVN. Dados expressos em média +
EPM.

3.3 Experimento 3: Papel dos subtipos de ER na génese do pico de PRL induzido

por E2

No experimento anterior, observamos que a regulacdo da expressdo do mRNA
para ERs na hipdfise anterior esta relacionada a génese do pico de PRL induzido por E2.
Este experimento teve por objetivo determinar o papel especifico dos receptores ERa e
ERP nesse processo. Como se pode observar na figura 7, o tratamento das ratas com o
agonista seletivo para ERP, o DPN, nao foi capaz de induzir a ocorréncia de um pico na
secrecdo de PRL. Por sua vez, a ativagado seletiva de ERa com PPT aumentou os niveis
basais de PRL em relacdo as ratas OV-DPN e induziu um pico na secrecdo de PRL no
periodo da tarde (P < 0,001), embora de magnitude inferior ao aumento observado em
ratas OVE-80 (Fig. 7A-B). Como prova da eficiéncia da ativagdo de ERa (Aquino et al.,
2017), o tratamento com PPT promoveu um aumento no peso uterino de forma similar
ao observado em ratas OVE-80 (P < 0,05 para OV-PPT e P < 0,01 para OVE-80), o que
n&o ocorreu no grupo OV-DPN (Aquino et al., 2017). Estes dados demonstram que ERa
esta envolvido na génese do pico de PRL induzido por E2. A menor magnitude do pico
de PRL em relagdo ao induzino por E2 pode ser devido a dose de PPT utilizada. Embora
esta dose tenha sido efetiva tal qual o E2 para aumentar o peso uterino, é possivel que
doses maiores de PPT sejam requeridas para inducdo de um pico de PRL de tamanho
correspondente ao PRO. Esta possibilidade é reforcada pelo fato das ratas OV+PPT ndo

terem apresentado aumento da secrecdo de LH (dados ndo apresentados).
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Figura 7: Efeito do tratamento com agonistas seletivos para ERa e ERP sobre a secrecdo de
PRL e seus efeitos uterinos. Ratas OV foram tratadas com E2 na dose de 80 pg/kg (OVE-80; n
= 4), com 0 agonista para ERa. (OV-PPT; n = 5) ou o agonista para ERp (OV-DPN; n = 3) por
trés dias. No dia experimental, amostras de sangue foram coletadas de hora em hora, das 13:00
h as 18:00 h, e os Uteros foram retirados para a pesagem. Os niveis de PRL das amostras de
sangue foram dosados através de ELISA. (A) Perfil de secre¢do de PRL ao longo da tarde. * P <
0,05; *** P < 0,001 comparado as 13:00 h. +++ P < 0,001 comparado ao mesmo horério nos
grupos OV-PPT e OV-DPN. # P < 0,05; ### P < 0,001 comparado ao mesmo horario no grupo
OV-DPN. (B) AUC dos niveis de PRL. *** P < 0,001 comparado ao grupo OV-DPN. ### P <
0,001 comparado ao grupo OV-PPT. (C) Peso do utero das ratas tratadas com agonistas
seletivos para ERs e de ratas OVE-80. As linhas pontilhadas correspondem ao peso uterino de
ratas OV, como pardmetro de comparacdo. * P < 0,05; ** P < 0,01 comparado ao grupo OV-

DPN. Dados expressos em média + EPM.
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4  DISCUSSAO

O controle hipotalamico da secre¢do de PRL é exercido, principalmente, pela
inibicdo e estimulacdo da atividade de neurbnios dopaminérgicos hipotalamicos
(Grattan & Kokay, 2008). No entanto, sintese (Maurer & Gorski, 1977) e liberacdo de
PRL (Caligaris et al., 1974) pela hip6fise anterior sdo induzidas pela elevacdo nos niveis
sanguineos de E2. Assim, no presente estudo, utilizamos como ferramentas duas
diferentes doses de E2, uma baixa de 4 pg/kg e outra alta de 80 pg/kg, para investigar o
mecanismo através do qual o E2 estimula a ocorréncia do pico na secre¢do de PRL em
ratas. Estudo anterior do nosso grupo de pesquisa mostrou que essas doses promovem
niveis sanguineos de E2 e efeitos uterinos similares as fases de DI e PRO (Henriques et
al., 2021). Ademais, ratas intactas nessas duas fases do ciclo estral foram utilizadas
como nossos controles fisioldgicos de baixos e altos niveis de E2, respectivamente. De
modo interessante, nossos resultados mostraram que ha uma diminuic&o diéria no ténus
dopaminérgico, independente dos niveis sanguineos de E2 e que, portanto, alteragdes na
atividade dopaminérgica ndo sdo capazes de gerar, por si s6, o pico de PRL induzido
por E2. Ao mesmo tempo, 0 E2 parece agir na hipofise anterior modulando genes
relacionados a PRL, e tornando os lactotrofos menos responsivos a inibicdo
dopaminérgica e mais responsivos a fatores liberadores de PRL (PRFs) como a OT,

possibilitando assim a ocorréncia do pico hormonal.

O primeiro passo desse estudo foi avaliar o efeito das doses baixa e alta de E2
sobre a secrecdo de PRL, e comparar esses resultados aos observados em ratas em DI e
PRO. De modo consistente com a literatura, em nosso trabalho, ratas em PRO
apresentaram um pico na secrecdo de PRL a tarde (Lerant & Freeman, 1997; DeMaria
et al., 1998; Yang et al., 1999; Freeman et al., 2000; Ben-Jonathan et al., 2008),

enguanto ratas OV apresentaram niveis constantes de PRL ao longo da tarde (Lerant &
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Freeman, 1997). Adicionalmente, nossos resultados mostram que tanto baixos quanto
altos niveis fisiologicos de E2 sdo igualmente capazes de induzir um pico na secrecao
de PRL em ratas OV, de modo semelhante ao observado em ratas em PRO. O efeito do
E2 sobre a secrecdo de PRL em ratas OV ja € bastante claro na literatura, e doses baixas
de E2 ja se mostraram eficientes na promocdo do aumento na secrecdo de PRL
(Mallampati & Johnson, 1973; Caligaris et al., 1974). Ainda, de modo interessante, foi
observado um pequeno aumento na secre¢do de PRL no Gltimo horério de coleta em
ratas OV e DI. O estabelecimento de doses alta e baixa de E2 na promocéo do pico de
PRL foi um importante passo nesse estudo e foi utilizado como ferramenta para decifrar
0 que é essencial e o que é modulatdrio na geracao do pico de PRL. A maior parte dos
artigos na literatura utiliza altas doses de E2, sem saber, portanto, se aqueles efeitos

observados sdo de fato essenciais para o pico.

Em seguida, entdo, nds avaliamos a participacdo dos neurdnios dopaminérgicos
no pico de PRL induzido por E2 através da marcacdo imunofluorescente da enzima-
limitante para a producdo de DA (Ben-Jonathan & Hnasko, 2001), a TH, bem como sua
forma fosforilada. A razdo S*pTH/TH na ME é um indicativo da taxa de atividade da
TH nos terminais de neurdnios TIDA. N&o houve diferenca na razdo S*®pTH/TH entre
as ratas em DI e PRO. J4 na analise das ratas OV, uma diminuicéo na razdo S*pTH/TH
foi observada somente nas ratas OVE-80. Trabalhos de Liu e colaboradores mostraram
que ha uma diminuicdo da fosforilagdo de TH na ME as 17:00 h do PRO comparado
com o periodo da manhd, e que, as 11:00h do estro, esses niveis retornam aos
encontrados na manha do PRO (Liu & Arbogast, 2008, 2010). No entanto, este trabalho
ndo analisa os niveis de fosforilacdo de TH as 17:00 h nas ratas em estro. Se esta analise
fosse feita, é possivel que uma diminuicdo na fosforilacdo de TH tambeém fosse

observada, j& que esta parece ser uma variacdo didria, que independe dos niveis
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circulantes de E2. Arbogast e colaboradores observaram uma diminuigdo da atividade
de TH em ratas OVE comparadas a ratas OV (Arbogast & Hyde, 2000). Neste trabalho,
no entanto, foram utilizadas doses de E2 muito altas, que resultaram em niveis
circulantes de E2 extrafisiol6gicos. Em nosso estudo, essa diminui¢do da fosforilacao de
TH foi observada somente nas ratas tratadas com a maior dose de E2. Estes exemplos
frisam a importancia da utilizacdo de mais de uma dose de E2 para a distingdo dos
fatores essenciais e modulatorios na génese do pico de PRL induzido por E2. A
utilizacdo das duas doses em nosso estudo mostrou que a ocorréncia do pico de PRL
ndo parece ser dependente de um efeito estrogénico de reduzir a atividade enzimatica
desses neurdnios, uma vez que ratas em PRO e OVE-4 ndo diferiram dos seus
respectivos controles DI e OV, apesar de apresentarem marcante pico de PRL a tarde. A
modulacdo da atividade desses neurbnios por altos niveis de E2 pode ser responsavel,
no entanto, por uma facilitacdo do pico de PRL, que se apresentou maior no inicio e no
final da tarde no grupo de ratas OVE-80. Este € um resultado interessante que mostra
que o mecanismo regulador do pico da secre¢do de PRL no PRO nédo possui a mesma
génese do aumento dos niveis de PRL observado, por exemplo, em ratas lactantes.
Durante a lactacdo, a succdo do mamilo é um importante estimulo que gera uma
diminuicdo na razdo S™pTH/TH (Silva et al., 2020b), caracteristica que n&o esta,

obrigatoriamente, presente nas ratas virgens durante o pico de PRL induzido por E2.

Em seguida, avaliamos o efeito dos tratamentos com E2 sobre a atividade de
nacleos hipotalamicos associados ao controle da secrecdo de PRL. No entanto, ndo
encontramos uma correlagdo entre a expressao de c-Fos nesses nucleos e a ocorréncia
do pico, uma vez que houve diminuigdo na ativagdo neuronal no PeN e PVN em ratas
OVE-4, em contraste com um aumento nessa ativa¢do no grupo OVE-80. Ademais, néo

houve diferenca na ativacdo desses ndcleos entre ratas em DI e PRO, ainda que o pico
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de PRL esteja presente somente no ultimo grupo. Esses resultados sugerem que a
ativacdo hipotaldamica também ndo deve ser o fator-chave responsavel pela ocorréncia
do pico de PRL induzido por E2, mas, assim como a atividade enzimatica dos neur6nios
dopaminérgicos, também pode ter papel modulatério no formato do pico, devido ao
aumento da atividade de c-Fos no PeN e PVN observado apenas no grupo OVE-80. De
modo divergente do nosso estudo, trabalho de Yang e colaboradores mostraram maior
expressdo de Fos na MPA as 18:00 h em ratas em PRO quando comparadas a ratas em
DI (Yang et al., 1999). No entanto, a regido analisada parece ter sido mais extensa do
que a regido analisada no presente estudo. Yang e colaboradores parecem ter
contabilizado a regido periventricular no nicleo anteroventral periventricular (AVPV),
que sabidamente sofre ativacdo associada a secre¢do de GnRH/LH pré-ovulatérios. Em
nossa analise, essa regido ndo foi considerada como parte da MPA, o que pode justificar
a diferenca entre esses resultados. Por outro lado, de modo semelhante aos nossos
resultados, o trabalho de Yang ndo detectou diferenca na expressao de Fos no PVN
entre ratas em DI e PRO no momento do pico de PRL. Apesar de ndo termos
encontrado correlacdo entre a ativacdo dos nucleos analisados e o pico de PRL induzido
por E2, ndo se pode excluir a participacdo de outros nucleos hipotaldamicos nesse
processo. Existem controvérsias na literatura quanto a ativacdo de outros regides
hipotalamicas em associacdo ao pico na secre¢do de PRL. H& estudos que mostram
aumento da ativacdo da amigdala, nucleo hipotalamico ventromedial (VMH) e nucleo
hipotaldmico dorsomedial (DMH) no momento do pico de PRL em ratas em PRO
(Yang et al., 1999) e gestantes (Lee et al., 1998). O trabalho de Auger e colaboradores
(Auger & Blaustein, 1995), por outro lado, s6 observou 0 aumento de Fos no DMH em

ratas OVE comparadas as ratas OV, com auséncia de ativacdo da amigdala e VMH.
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No experimento 2, avaliamos a atividade neuroquimica dopaminérgica em
resposta ao E2 através da analise das concentracfes de DA e seu metabdlito, 0 DOPAC,
na ME e no NIL, regi6es onde se encontram os terminais dos neurénios dopaminérgicos
neuroendocrinos (Holzbauer & Racké, 1985; Kawano & Daikoku, 1987; Goudreau et
al., 1995). A razdo DOPAC/DA é uma medida da atividade dopaminérgica advinda
desses terminais neuronais (Lookingland et al., 1987; Ben-Jonathan & Hnasko, 2001).
Nossos resultados mostraram que ha uma diminuicdo nessa atividade em todos 0s
grupos experimentais no final da tarde, o que indica que, nesse periodo, ha uma reducédo
no ténus dopaminérgico inibitério de forma independente da presenca do E2. Essa
reducdo parece funcionar como um sinalizador temporal para a ocorréncia do pico de
PRL que, no entanto, s ocorre em sua total magnitude em ratas expostas ao E2.
Todavia, esta variagdo diéria é condizente com o leve aumento observado nos niveis de
PRL ao final da tarde do DI e em ratas OV, as quais apresentam baixos niveis de E2.
Apesar de apresentarem niveis circulantes de E2 compativeis com ratas OVE-4, ratas na
fase de DI ndo apresentam o pico de PRL induzido por E2. Assim, é provavel que haja
algum fator de origem ovariana ainda ndo determinado que impede a ocorréncia do pico

de PRL no DI.

Estudos anteriores j& haviam mostrado uma diminuicdo na atividade de
neurdnios TIDA através da analise de DOPAC na ME em ratas OV e OVE (Mai et al.,
1994; Shieh et al., 1997), assim como foi visto em nosso estudo. Shieh e colaboradores
também observaram essa diminuicdo em ratas intactas, independente da fase do ciclo
em que elas se encontravam (Shieh & Pan, 1996). De modo interessante, lesdes
bilaterais no ndcleo supraquiasmatico (SCN) foram capazes de abolir essa mudanga na
atividade dopaminérgica observada no periodo da tarde (Mai et al., 1994). Isso acontece

porque os neurdnios dopaminérgicos em ratas apresentam atividade circadiana, e essa
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ritmicidade ndo depende de E2 (Sellix & Freeman, 2003). Esse controle circadiano se
da por fibras eferentes do SCN, que liberam o peptideo vasoativo intestinal, que modula
os ritmos circadianos dos neurdnios dopaminérgicos neuroendécrinos (Gerhold et al.,
2001; Egli et al., 2004). De fato, existe ampla evidéncia de que a secre¢cdo de PRL em
ratas seja controlada por inputs circadianos. Sabe-se que ratas que recebem estimulo no
cérvix uterino apresentam dois picos diéarios na secre¢do de PRL. Estudos de Bethea e
colaboradores mostraram que a secrecdo de PRL é mantida em ambiente de luz ou
escuro constante, e é abolida pela lesdo do SQN em ratas que receberam estimulo
cervical (Bethea & Neill, 1979, 1980). Lesdo no SQN também é capaz de abolir o pico
de PRL em ratas OVE (Mai et al., 1994). O tratamento de ratas estimuladas
cervicalmente com coquetel de antisenses de genes do relégio aboliu os picos de PRL
observados nessa condicao fisiolégica, o que reforca o papel-chave do SQN na secrecao

de PRL (Poletini et al., 2010).

Utilizando outra metodologia, Lerant e Freeman fizeram dupla marcacdo para
TH e antigenos relacionados ao Fos (FRA) no ARC e PeN em cérebros de ratas em
PRO e OV que foram sacrificadas ao longo do dia. Eles observaram que a porcentagem
de neurdnios TH expressando FRA era maior no come¢o do dia, e apresentava
significativa diminuicdo das 15:00 h as 17:00 h, retornando aos altos niveis no periodo
da noite (Lerant & Freeman, 1997). De modo interessante, e em concordancia com 0s
nossos dados, ndo houve diferenca nesse padréo entre ratas em PRO e ratas OV, o que é
coerente com nossos achados de que h& uma diminuicdo diaria da atividade

dopaminérgica independente dos niveis circulantes de E2 no periodo da tarde em ratas.

Os resultados dos experimentos 1 e a dosagem de DA e DOPAC realizada na
primeira parte do experimento 2 indicam que agdes hipotalamicas do E2 ndo sejam

fator-chave responsavel pela génese do pico de secrecdo de PRL. De fato, estudos
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anteriores também ja haviam mostrado que a diminuicdo fisiologica do tbnus
dopaminérgico em ratas ndo é suficiente para desencadear, por si s, um pico na
secrecdo da PRL (De Greef & Neill, 1979; Arey et al., 1989). Por outro lado, sabe-se
que a ativacdo de receptores D2 dopaminérgicos com bromocriptina é capaz de bloquear
0 pico de PRL do PRO (Krieg & Cassidy, 1984). Assim, embora ndo modulada pelo E2,
a reducdo diaria do tébnus dopaminérgico corresponde a um componente hipotalamico

essencial para a génsese do pico de PRL induzido por este horménio.

Nosso proximo passo foi, entdo, analisar a regulacdo hipofisaria exercida pelo
E2. Em concordancia com os dados hormonais anteriores, e como ja observado por
Shull e colaboradores em 1985 (Shull & Gorski, 1985), o tratamento com E2 estimulou
a transcricdo do gene para PRL. A analise da expressdo de receptores dopaminérgicos
na hipdfise anterior ao longo do ciclo estral de ratas mostra uma diminuicdo rapida e
marcante no numero de receptores na tarde do PRO, que coincide com o pico de PRL
(Pasqualini et al., 1984; Zabavnik et al., 1993). Além disso, em 1985, DiPaolo e
colaboradores (Di Paolo & Falardeau, 1985) mostraram que o tratamento de ratas OV
com E2 causa diminuicdo na expressdo de receptores dopaminérgicos na hipofise
anterior. Estes resultados estdo em concordancia com os resultados obtidos no nosso
estudo, que mostraram gque ha uma diminuicdo na expressdo de D2r na hipéfise anterior
de ratas OVE em relacdo as ratas OV, e que essa diminui¢do ocorre mediante baixos e
altos niveis de E2. Dessa forma, o estudo de Pasqualini e de DiPaollo corrobora nossa
hipotese de que uma regulacdo na expressdo desse receptor contribua para a génese do

pico de PRL.

De modo contrério ao observado para D2r, o tratamento de ratas OV com ambas
as doses de E2 aumentou a expressdao do mRNA para OT-R na hipofise anterior. Este

resultado estd de acordo com os achados de Kennett e colaboradores (Kennett et al.,
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2009) que observaram, em 2009, que ratas OVE apresentam maior densidade de OT-R
na hipofise anterior do que ratas OV. A OT, identificada como um potencial PRF,
exerce papel importante na manutencdo do ritmo enddgeno de secrecdo da PRL. Ela é
produzida a nivel hipotalamico e, além de ser liberada pela hipo6fise posterior na
circulacdo periférica, também pode ser transportada para a hipdfise anterior via
vasculatura porta (Sarkar & Gibbs, 1984). Swanson e Sawchenko (Swanson &
Sawchenko, 1983) mostraram que neurénios OT do PVN se projetam para a ME. Foi
observado que as concentragfes plasméticas de OT aumentam em resposta a
administracdo de E2 (Yamaguchi et al., 1979) e ja foi demonstrado, também, que ha um
pico na concentracdo de OT no sangue porta hipofisario na tarde do PRO (Sarkar &
Gibbs, 1984), quando os niveis de E2 estdo elevados (Smith et al., 1975).
Adicionalmente, estudos prévios relatam que a imunoneutralizacdo da OT enddgena ou
a administracdo periférica de antagonista OT-R atenuam ou inibem o pico de PRL
induzido por E2 (Samson et al., 1986; Johnston & Negro-Vilar, 1988; Sarkar, 1988). A
expressdo de OT-R é influenciada por E2, uma vez que seu gene promotor contém um
elemento responsivo ao estrogeno (Bale & Dorsa, 1997). O estudo de Breton e
colaboradores mostrou que a expressao desse receptor na hipofise anterior é altamente
especifica e restrita aos lactotrofos e que o tratamento com E2 aumenta
substancialmente a expressdo do RNAm para OT-R na hip6fise anterior de ratas OV
(Breton et al., 1995). Nossos dados demonstram que essa regulagdo do E2 sobre a
expressao desse receptor se da sob baixos e altos niveis de E2, estando, portanto,

associada a génese do pico de PRL induzido por E2.

Maior porcentagem de neurdnios OT expressando Fos foi observada em ratas
OV sacrificadas as 17:00 h em relacdo a ratas sacrificadas as 12:00 h (Arey & Freeman,

1992). Nos s6 fizemos essa analise de dupla marcacgdo de c-Fos e OT em um horério do
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dia (a&s 18:00 h), e nossos dados mostraram que o grupo OVE-80 exibe maior
porcentagem de neurdnios OT expressando c-Fos em relagdo aos grupos OV e OVE-4.
Todavia, assim como o estudo citado anteriormente, é possivel que a ativacdo de
neurbnios OT estivesse menor no periodo da manhd em todos 0S NOSSOS Qrupos
experimentais e que houvesse aumento nesse parametro em todos eles, independente

dos niveis circulantes de E2.

Em estudo feito por Bertram e colaboradores (Bertram et al., 2010), foi feita a
administracdo de OT em lactrotrofos coletados na manha do metaestro ou no PRO, e a
secrecdo de PRL foi avaliada. De modo muito interessante, os lactotrofos obtidos no
PRO foram signitificativamente mais responsivos a OT do que os obtidos na fase de
metaestro. Essa maior responsividade dos lactotrofos do PRO correspondeu a uma
maior reposta de calcio intracelular. Isto vai ao encontro a outras observacdes feitas pelo
mesmo grupo de pesquisa, que viu que a expressao de receptores para OT € estimulada
por E2 na hipdfise anterior (Kennett et al., 2009). Ao mesmo tempo, a PRL entra no
cérebro através de um sistema de transporte mediado por carreador (Brown et al., 2016)
e inibe a atividade de neurbnios OT (Kokay et al., 2006) pela inducdo de uma
hiperpolarizacdo (Sirzen-Zelenskaya et al., 2011) para diminuir a secrecdo de PRL
induzida por OT. De fato, analise imunohistoquimica de dupla marcacdo para OT e
pSTAT5 mostrou que neurbnios OT estavam constantemente inibidos pela
administracdo icv de PRL em ratas virgens (Augustine et al., 2017). Esses estudos
mostram o importante papel da OT no controle da secrecdo de PRL e do pico desse
horménio. A analise do mRNA para OT no PVN em nosso estudo mostrou que ndo ha
diferenca nessa expressdo entre ratas que receberam ou ndo tratamento com E2. No

entanto, houve um importante aumento na expressao de OT-R na hipofise anterior pelo
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E2, que deve ser considerado, portanto, como um componente hipofisério adicional na

geracdo do pico de secrecdo de PRL.

No presente trabalho, ratas OV que receberam tratamento com E2 apresentaram
expressao diminuida do mRNA para Esrl e Esr2 na adenohipofise. Nesse caso, esses
receptores foram regulados negativamente pelo tratamento com E2. Esse resultado esta
de acordo com o trabalho de Schreihofer e colaboradores (Schreihofer et al., 2000), em
que foram feitas andlises na hipodfise anterior de ratas in vivo e in vitro. Esse grupo
observou que o tratamento de ratas OV com E2 suprime a expressdo hipofisaria de ERa
e ERB, o que também foi observado em ratas em PRO. Além disso, 0 mesmo padrao foi
observado em cultura de lactotrofos, cuja expressdo de ERs foi inibida pelo tratamento
com E2. Tena-Sempere e colaboradores também observaram que a castracdo de ratas
gera um aumento na expressdo de ERs quando comparado a ratas em PRO, que mostra
o efeito inibitério do E2 sobre a expressdo desses receptores (Tena-Sempere et al.,
2004). Assim, nossos dados demonstram que baixos e altos niveis de E2 resultam em
reducdo da expressdo de ERa ¢ ERP na hipofise, enquanto apenas altos niveis de E2
foram capazes de induzir a expressdo do receptor para progesterona. O efeito
modulatério do E2 sobre a expressdo de seus receptores na hipdfise anterior que
observamos no nosso trabalho nos levou a realizacdo do ultimo experimento desse
estudo. Neste experimento, ativamos seletivamente os receptores ERa e ERP com seus
respectivos agonistas seletivos: PPT e DPN, respectivamente, e avaliamos o perfil de
resposta da PRL. Os resultados obtidos nesse experimento mostraram que somente o
PPT foi capaz de estimular a ocorréncia de um pico na secre¢do de PRL, ainda que a
magnitude desse pico tenha sido inferior a observada nas ratas tratadas com E2. Estes
dados demonstram que ativacdo seletiva de ERa, mas ndo de ERB, ¢ capaz de gerar um

pico de PRL semelhante ao induzido pelo E2. Sanchez-Criado e colaboradores
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(Sanchez-Criado et al., 2004) trataram ratas OV com E2, PPT e DPN, e avaliaram a
secrecdo de LH e PRL no periodo da manh&. Embora ndo tenham avaliado a génese do
pico de secre¢cdo hormonal, foi observado que os tratamentos com E2 e com PPT
promoveram aumento nos niveis basais de PRL, enquanto o tratamento com DPN néo
teve efeitos sobre os niveis basais de PRL ou peso uterino. Nossos dados indicam que o
ERa esta envolvido na génese do pico de PRL induzido por E2. Estudos anteriores
mostraram que ERa estd presente em niveis mais elevados que ERP na hipofise anterior,
inclusive nos lactotrofos (Mitchner et al., 1998; Shughrue et al., 1998). Essa diferenca
nos niveis de expressdo entre os ERs estd em concordancia com o papel mais expressivo
exercido por ERa no controle do pico de PRL induzido por E2. Todavia, é possivel que
a dose de PPT utilizada em nosso estudo néo tenha sido suficientemente alta para recriar
a magnitude fisioldgica do pico de PRL do PRO, ainda que seu efeito uterino tenha sido
semelhante. Esta interpretacdo é reforcada pelo fato desta dose de PPT ndo ter sido
capaz de induzir aumento da secre¢do de LH nestes animais, embora seja sabido que o
ERa ¢ responsavel pelo efeito de retroalimentacao positiva do E2 sobre a secrecao de
LH. No entanto, o envolvimento de outros receptores esteroidais na génses do pico de
PRL ndo pode ser totalmente descartado, e também poderia explicar a menor magnitude
do pico induzido pelo PPT. Um dos possiveis receptores que possa ter importante
participacdo nesse processo € o proprio ERp. Isto porque, estudo realizado por nosso
grupo de pesquisa mostrou que, apesar do DPN ndo ser capaz de gerar um pico na
secrecdo do LH, ele causa uma amplificacdo significativa no tamanho do pico hormonal
quando administrado juntamente com E2 (Henriques et al., 2021). E possivel que o
mesmo processo ocorra para o pico de PRL. Outra hipdtese que podemos levantar é da
participacdo do receptor para estrogenos de membrana (GPER), uma vez que estudos

mostram que o tratamento de cultura de células hipofisarias com seu agonista estimula a
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secrecdo de PRL (Camilletti et al., 2019), e sua administracdo i.c.v. pode provocar um
pico na secrecdo de PRL em ratas OV (Lebesgue et al., 2009). Assim, experimentos
adicionais sdo ainda necessarios para se esclarecer o envolvimento de ER e GPER na

génese do pico de PRL induzido por E2.

CONCLUSAO

Os experimentos realizados neste trabalho nos permitem concluir, conforme
representado na figura 8, que ha uma diminuigdo diaria, a tarde, no ténus inibitério
exercido pela DA, independente da presenca de E2. Ao mesmo tempo, 0 E2 age na
hipofise anterior, ao menos em parte através do seu receptor do tipo o, modulando genes
responsaveis pela tradugdo da PRL, dos receptores para DA e para OT, alterando a
assim a responsividade dos lactotrofos aos inputs hipotalamicos inibitérios e
excitatorios. Esta acdo hipofisaria do E2 é permissiva para a ocorréncia do pico de
secrecdo de PRL, que € deflagrado pela reducdo diaria na secrecdo de DA e possivel

envolvimento de PRFs.
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Figura 8: Modelo proposto do controle do pico de PRL induzido por E2. Os experimentos
realizados nesse estudo nos permitiram concluir que ha uma diminui¢do diria no tonus
dopaminérgico que independe da presenca de E2. Ao mesmo tempo, o E2 controla a expressao
hipofisaria dos genes D2r, OTr e Prl, a0 menos em parte através da ligagdo ao ERa,
sensibilizando os lactotrofos aos inputs estimulatorios e inibitdrios provenientes do hipotalamo,

e possibilitando a ocorréncia do pico na secre¢do de PRL.
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ESTUDO 2: MECANISMOS NEUROENDOCRINOS DA ACAO ANSIOLITICA

DA PRL EM RATOS

Ansiedade

A ansiedade é definida como antecipacdo a uma ameaca futura. Do ponto de vista
evolutivo, a ansiedade € considerada uma resposta adaptativa, uma vez que promove
comportamentos de cautela, que aumentam a taxa de sobrevivéncia (Crocq, 2015). As
respostas fisioldgicas e comportamentais que acompanham a ansiedade preparam o
individuo para reagir de forma apropriada em situacBes potencialmente perigosas.
Portanto, a ansiedade possibilita o individuo a escapar de um perigo e a evita-lo no
futuro (Ohl et al., 2008). No entanto, ha uma linha que divide a ansiedade adaptativa
normal e a ansiedade patoldgica, que causa prejuizos ao sujeito, e requer tratamento
clinico (Crocq, 2015; Robinson et al., 2019). A ansiedade patologica € um quadro
persistente de ansiedade e preocupacdo excessiva, que gera respostas fisiologicas e
comportamentais sem valor adaptativo. A imprevisibilidade dos fatores ambientais é um
fator-chave para o desenvolvimento dessas disfuncdes comportamentais (Ohl et al.,
2008). O estudo das desordens de ansiedade é essencial uma vez que elas afetam parcela
significativa da populacdo e sdo altamente prevalentes na vida adulta (Remes et al.,

2016).

Ferramentas para a analise da ansiedade em roedores

Existe grande variedade de testes para a avaliagio do comportamento do tipo
ansioso em roedores. Estes testes se dividem em duas categorias: 0s que envolvem
respostas condicionadas e 0s que envolvem respostas ndo condicionadas (Bourin, 2015).
A primeira categoria abrange respostas condicionadas dos animais a eventos
estressantes ou dolorosos como, por exemplo, a exposi¢do a um choque elétrico. J& a

segunda categoria envolve rea¢fes naturais ou espontaneas dos animais a estimulos
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estressores que ndo envolvem, explicitamente, dor ou desconforto. Uma grande
vantagem dessa categoria € que ndo requer treinamento prévio dos animais. A exposicao
do animal a um ambiente novo e altamente iluminado ou a um predador sao exemplos
de testes de resposta ndo condicionada (Bourin, 2015). Neste trabalho, nés utilizamos
dois testes de resposta ndo condicionada, que foram o labirinto em cruz elevado (LCE) e

o teste da neofagia.

No teste do LCE, o animal € colocado no centro de uma plataforma elevada do chéo
que possui dois bracos abertos e dois bracos fechados, e o seu comportamento é gravado
por um periodo de cinco minutos (Pellow et al., 1985; Walf & Frye, 2007). Esse teste é
baseado na aversdo natural dos roedores a espacgos abertos, e baseia-se no conflito entre
essa aversao e a sua motivacao inata de explorar novos ambientes (Pellow et al., 1985;
Rodgers & Dalvi, 1997; Walf & Frye, 2007; Ohl et al., 2008; Bourin, 2015). Os bracos
abertos do aparato representam um ambiente novo, desprotegido e elevado, e o
comportamento exploratorio desses bracos pode ser parcial ou completamente inibido
pela ansiedade, podendo ser utilizado como medida dos niveis de ansiedade do animal
(Ohl et al., 2008; Bourin, 2015). Para a realizacdo de analises confiaveis, é importante
que cada laboratdrio valide o teste em suas proprias condicGes, fazendo uso, por
exemplo, de controles positivos, como drogas com comprovado efeito ansiolitico (Walf
& Frye, 2007). Em 1985, Pellow e colaboradores (Pellow et al., 1985) realizaram
extenso trabalho de validagdo do teste do LCE, tratando animais com drogas ansioliticas
como o diazepam (DZP). Foi observado que ratos ndo tratados passam mais tempo nos
bragos fechados, e entram neles mais frequentemente do que nos bragos abertos. Essa
preferéncia provavelmente reflete uma aversdo pelos bracos abertos causada por
ansiedade. Além disso, maior gama de comportamentos relacionados a ansiedade foi

observada nos bracos abertos (congelamento, imobilidade, defecagdo). De modo
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bastante interessante, maiores concentracfes de corticosterona plasmética foram
encontradas em ratos confinados nos bragos abertos do que em ratos confinados em
bragos fechados, comprovando o cardter aversivo dos bracos abertos (Pellow et al.,
1985; Rodgers & Dalvi, 1997). O aumento da exploragéo dos bragos abertos no LCE foi
observado somente com drogas clinicamente efetivas como ansioliticas. A porcentagem
de tempo gasto dos bracos abertos parece ser mais sensivel aos efeitos de drogas do que

0 numero de entradas nos mesmos (Pellow et al., 1985).

O teste da neofagia (em inglés, novelty-induced suppression of feeding) mede o
consumo de um alimento familiar em um ambiente novo (Rex et al., 1998). Para sua
realizacdo, o animal deve ser submetido a um periodo anterior de jejum, e, no dia do
teste, o animal é colocado em uma arena que possui um centro mais iluminado, onde
estd localizado o alimento. O avaliador medira a leténcia para o inicio da alimentacédo
bem como o peso de alimento consumido (Rex et al., 1998). Esse teste é baseado no
fato de que o animal deve primeiramente se sentir seguro no ambiente novo (se

habituar), antes de fazer o comportamento ingestivo (Sousa et al., 2006).

Efeitos ansioliticos da PRL

Os efeitos ansioliticos da PRL ja sdo conhecidos, apesar de ainda estarem apenas
comecando a ser estudados. Em um estudo realizado em 2001, foi observado que a
administracdo aguda intracerebroventricular (i.c.v.) de PRL ovina (oPRL) em ratos
machos e fémeas causa uma diminuicdo no comportamento do tipo ansioso (Torner et
al.,, 2001). Efeito semelhante também foi observado em 2007 por Donner e
colaboradores (Donner et al., 2007), que demonstraram que em ratas OVE, a infuséo
I.c.v. de oPRL diminuiu o comportamento do tipo ansioso causado pelo estresse por
contencdo. Além disso, a supressdo de PRL-R através da infusdo i.c.v. cronica de

sequéncias anti-senses aumenta o comportamento do tipo ansioso em ratas, eliminando
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o seu efeito ansiolitico (Torner et al., 2001). De modo interessante, estados fisiologicos
de altos niveis séricos de PRL também sdo caracterizados por reduzidos niveis de
ansiedade. Assim, sabe-se que ratas em PRO (Szawka et al., 2005) e lactantes (Silva et
al., 2020b), bem como ratos machos apds copularem (Kamel et al., 1975; Kamel et al.,
1977) exibem elevados niveis séricos de PRL. Animais nesses estados fisiologicos
também apresentam reduzidos niveis de ansiedade (Kamel et al., 1977; Frye et al.,

2000; Groér, 2005; Waldherr & Neumann, 2007).

O estresse € um importante estimulo para o aumento da PRL. Estudos em
roedores mostraram que os niveis de PRL sofrem aumentos rapidos e significativos em
resposta a estressores como contencéo, vapor de éter, choque elétrico e barulho (Terkel
et al., 1972; Siegel et al., 1980; Kant et al., 1983; Meerlo et al., 2001; Poletini et al.,
2006; Kirk et al., 2017). Esses estressores agudos causam um aumento transiente nos
niveis de PRL, que caem aproximadamente 60 minutos ap6s o final do estimulo

estressor (Ajika et al., 1972; Euker et al., 1975).

De modo interessante, embora a PRL seja um dos principais genes expressos na
adenohipofise tanto de fémeas quanto de machos (Cheung et al., 2018), ndo existe ainda
um efeito claramente atribuido a PRL em machos. Diferentemente das fémeas, a
deficiéncia de PRL nos machos por si s6 ndo é capaz de causar infertilidade.
Camundongos machos com dele¢do no gene para PRL apresentam pequenas alteracoes
nos niveis de LH e FSH, e no tamanho da prostata e vesicula seminal (Steger et al.,
1998). J& animais com dele¢do no receptor para PRL ndo apresentam nenhum tipo de
alteracdo nos niveis de gonadotrofinas ou no peso dos 6rgaos reprodutivos (Binart et al.,
2003). De qualquer forma, a capacidade reprodutiva desses dois grupos de animais
geneticamente modificados se mantém inalterada, o que mostra que a PRL ndo é

essencial para a fertilidade em machos. Neste sentido, talvez sua acéo ansiolitica venha
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a revelar-se como um importante efeito no sexo masculino. Desse modo, este segundo
estudo teve como objetivo avaliar o efeito da PRL sobre a ansiedade em machos, e

investigar o substrato neural responsavel por mediar esse efeito.
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1 OBJETIVO GERAL
Investigar os mecanismos neuroendocrinos envolvidos no efeito da PRL sobre o

comportamento do tipo ansioso em ratos.

1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Awvaliar os efeitos da administracdo aguda de PRL sobre a ansiedade em ratos;
2) Investigar o papel da testosterona no efeito da PRL sobre a ansiedade;
3) Mapear as possiveis regides cerebrais responsaveis pelo efeito ansiolitico da
PRL,;
4) Avaliar o efeito do bloqueio do PRL-R e do receptor para OT (OT-R) sobre a
acao ansiolitica da PRL;

5) Avaliar o papel da PRL na ativacdo do PVN induzida por estresse.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 2 a 3 meses de idade, com peso corporal
entre 250-300 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 cinco por caixa (39 x 32 x 17 cm), em
ambiente de temperatura (22 £ 2 °C) e luz (12:00 h claro/12:00 h escuro; luzes acesas as
07:00 h) controlados, com agua e racao ad libitum. Apds os procedimentos cirdrgicos,
os animais foram mantidos em gaiolas individuais. Os procedimentos experimentais
utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica para Pesquisa Envolvendo Animais da

Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo n° 338/2019).

2.2 Planejamento experimental

2.2.1 Experimento 1 (referente ao objetivo 1): Efeito da administracdo aguda de
PRL sobre a ansiedade em ratos

Com o objetivo de determinar o efeito da PRL sobre a ansiedade em ratos, foi
avaliado o efeito da administracdo aguda i.c.v. de PRL sobre o comportamento dos
animais em dois testes comportamentais. Para isso, ratos foram implantados com
canulas i.c.v. Apds 10 dias da cirurgia, foi feita a administracdo i.c.v. de 1 yL de veiculo
(Veh; n = 9) ou oPRL nas doses de 0,05 (PRL-0.05; n = 6), 0,5 (PRL-0.5; n =6), 1
(PRL-1; n = 8) ou 3 (PRL-3; n = 6) pug/uL. Dez minutos apds a infusdo, os animais
foram colocados no LCE por um periodo de 5 minutos. Animais tratados com DZP
foram utilizados como controle positivo, uma vez que essa é uma droga com
comprovado efeito ansiolitico (Fernandez-Guasti & Picazo, 1997; Liebsch et al., 1998).

Esses animais foram colocados no LCE 30 minutos ap0s a administragéo i.p. da droga.
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No dia seguinte, os mesmos animais foram colocados em jejum por 24 h e, na manha
seguinte, receberam novamente a infusdo das mesmas doses de PRL ou veiculo e, 10
minutos depois, passaram pelo teste de neofagia, onde permaneceram por trinta

minutos.

2.2.2 Experimento 2 (referente ao objetivo 2): Papel da testosterona sobre a acéo

ansiolitica da PRL

Acdes hipotalamicas da PRL em fémeas sdo frequentemente dependentes de E2
(Anderson et al., 2008). Assim, este experimento teve o objetivo de avaliar se o efeito
da PRL sobre a ansiedade é dependente de esteroides sexuais em machos. Para isso,
ratos foram implantados com canulas i.c.v. e orquiectomizados (ORX). 3 dias ap0s a
cirurgia, iniciou-se o tratamento diario com testosterona (ORX+T) ou 6leo (ORX) por 7
dias. No dia seguinte ao ultimo dia de tratamento, os ratos receberam a infusdo i.c.v. de
PRL na dose de 0,5 pg/ul, definida a partir do experimento 1 (ORX+PRL, n = 7;
ORX+T+PRL, n = 6) ou veiculo (ORX+Veh, n = 8; ORX+T+Veh, n = 8) e, 10 minutos

depois, foram colocados no LCE por um periodo de 5 minutos.

2.2.3 Experimento 3 (referente ao objetivo 3): Avaliacdo de possiveis regides
cerebrais responsaveis pelo efeito ansiolitico da PRL
Baseado nos achados do experimento 1, utilizamos as doses de PRL-0,5 e PRL-
3, que induziram e ndo induziram efeito ansiolitico, respectivamente, com objetivo de
determinar areas cerebrais responsivas a PRL em associacdo ao seu efeito ansiolitico. A
responsividade a PRL foi avaliada pela fosforilagdo do STATS5 (pSTATS) (Brown et al.,

2016). Ratos intactos foram implantados com canulas i.c.v. Dez dias depois, foi feita a
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administracdo i.c.v. de PRL-0,5 (n = 5), PRL-3 (n = 7) ou Veh (n = 6). Ap6s 30
minutos, os ratos foram perfundidos e seus cérebros processados para a analise
imunohistoquimica da marcacao simples de pSTAT5 ou dupla marcagdo para pSTAT5

e OT.

2.2.4 Experimento 4 (referente ao objetivo 4): Avaliacdo do efeito do bloqueio de

PRL-R e OT-R sobre o efeito ansiolitico da PRL

Resultados obtidos nos experimentos anteriores mostraram a diminui¢do da
ansiedade causada pela administracdo da PRL e indicaram um possivel envolvimento da
OT neste efeito. Dessa forma, o experimento 4 teve o objetivo de avaliar se o bloqueio
de PRL-R e OT-R, através da utilizacdo de seus antagonistas, preveniria o efeito
ansiolitico da PRL. Para isso, ratos intactos foram implantados com cénulas i.c.v.. Dez
dias depois, foi feita a administracdo i.c.v. do modulador seletivo de PRL-R [S179D-
PRL (S179D)], do antagonista para OT [Atosiban (ATO)] ou veiculo. 10 minutos
depois, foi feita a administracdo i.c.v. de PRL-0,5 ou veiculo. Desse modo, obtivemos,
neste experimento, 4 grupos experimentais: S179D + PRL (n = 6), ATO+PRL (n = 6),
Veh+PRL (n = 12) e veiculo + veiculo (Veh; n = 12). Dez minutos apés a ultima

infusdo, os animais foram colocados no LCE por um periodo de 5 minutos.

2.2.5 Experimento 5 (referente ao objetivo 5): Avaliagdo do efeito dos PRL-R
sobre a expressdo de Fos hipotalamica em resposta ao estresse por
contencao
Com o objetivo de confirmar o papel dos PRL-R no PVN no efeito ansiolitico da

PRL, analisamos a taxa de expressdo do marcador neuronal Fos, que é responsiva ao
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aumento no nivel de estresse dos animais (Weinberg et al., 2007), em resposta ao
estresse por contencdo. Para isso, ratos intactos foram implantados com cénulas i.c.v.
Dez dias depois, foi feita a administracdo i.c.v. do S179D ou veiculo. Dez minutos
depois, foi feita a administracdo i.c.v. de PRL-0,5 ou veiculo. Dez minutos apds esta
ultima injecdo, os animais foram submetidos ao estresse por contencéo por um periodo
de 40 minutos. Desse modo, investigamos 3 grupos experimentais sob condigdes de
estresse: S179D + PRL (S179D+PRL stress; n = 6), veiculo + PRL (veh+PRL stress; n
= 8) e veiculo + veiculo (Veh stress; n = 8). 30 minutos apds a retirada do contensor, 0s
ratos foram perfundidos e seus cérebros processados para a analise imunohistoquimica
da marcacdo simples de Fos no ARC e PVVN. Como controle para o estimulo de estresse,
foram utilizados ratos que n&o passaram pelo protocolo de estresse por contencao (Cont;

n=>5).

2.3 Anestésicos e drogas

Para a realizacdo da cirurgia de i.c.v., orquiectomia e perfusao, os animais foram
anestesiados com solucdo de ketamina (cloridrato de cetamina; 80 mg/kg, i.p.) e
xilazina (10 mg/Kg, i.p.). Apds as cirurgias, 0s animais receberam tratamento profilatico
com antibiotico (Pentabidtico, Fort Dodge; 24000 UI/Kg, i.m.) e analgésico (Flunixina
meglumina; Banamine, Schering-Plough; 2,5 mg/Kg peso corporal, s.c.). A testosterona
(propionato de testosterona; Organon, Sdo Paulo, Brazil), foi administrada dissolvida
em 6leo de milho na dose de 0,25 mg/0.2mL, s.c. (Ribeiro et al., 2015). A PRL ovina
(NHPP-0PRL-21, NIDDK-NHPP, EUA), foi utilizada nas doses de 0,05, 0,5, 1 ou 3
pg/uL diluida em salina 0,9% e administrada i.c.v.. O modulador seletivo de PRL-R
(S179D-PRL, doacgéo de Dr. Ameae M. Walker, University of California, Riverside, CA

92521) (Nephew et al., 2007; Morales et al., 2014) foi diluido em salina 0,9% na dose
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de 2,5 pg/2pg e administrado i.c.v. Esta dose foi calculada para equivaler a 5 vezes a
dose de oPRL utilizada como dose ansiolitica. O antagonista para OT (Atosiban, Tocris
Bioscience, Bristol, UK) (Benoussaidh et al., 2005; Moghimian et al., 2013; Goémora-
Aurrati et al., 2019) foi administrado dissolvidos em salina 0,9% na dose de 0,5 pg/2ul e
administrado i.c.v. (Gomora-Arrati et al., 2019). O DZP (Compaz, Cristalia, Brasil) foi
dissolvido em salina 0,9% e administrado i.p. na dose de 1mg/kg (Fernandez-Guasti &

Picazo, 1997).

2.4 Cirurgias
2.4.1 Canulacéo do ventriculo cerebral direito

Foi feita a tricotomia e assepsia da regido da calota craniana. Uma inciséo
longitudinal na porcdo superior do cranio foi feita e foi aplicado anestésico local
(cloridrato de lidocaina 2% com epinefrina 1:200.000) para analgesia suplementar e
hemostasia. Em seguida, os animais foram adaptados ao estereotaxico para animais de
pequeno porte com a barra dos incisivos ajustada em —3,3 mm. Foi feita uma
craniotomia com auxilio de broca odontoldgica para implantagdo de uma céanula guia
(22 G, 16 mm de comprimento). A cénula foi posicionada seguindo as coordenadas
estabelecidas a partir do atlas de Paxinos e Watson 2007 (AP = 1,0 mm posterior ao
bregma, ML = 1,6 mm a direita da sutura longitudinal e DV = 3,2-3,6 mm abaixo da
calota craniana). A canula foi fixada a calota craniana com o auxilio de 2 parafusos de
aco inoxidavel e acrilico odontolégico autopolimerizavel. Posicionamento correto
confirmado com deslocamento de um mandmetro de agua. Ao fim da cirurgia, a canula

foi ocluida em toda a sua extensdo com um mandril de ago inox (didmetro 0,40 mm).
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2.4.2 Orquiectomia

Apos assepsia, foi feita uma incisdo da pele e tunica vaginalis até a exposi¢do dos
testiculos. Foi realizada a ligadura dos funiculos espermaticos bem como dos vasos
sanguineos, possibilitando assim a secgdo desse local para retirada do testiculo. Esse
mesmo procedimento foi repetido para a remoc¢éo do testiculo contralateral. Feito isto, o

escroto foi devidamente suturado.

2.5 Testes comportamentais
2.5.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)

Os animais foram colocados no centro de um LCE, e permaneceram no teste por
um periodo de 5 minutos. DimensBes do LCE: comprimento dos bracos = 500 cm;
largura dos bragos = 10 cm; altura da parede do brago fechado = 40 cm; altura do piso =
60 cm. Foi quantificado o nimero de entradas nos bracos abertos e fechados, o tempo
de permanéncia nos bragos abertos e no centro, além do nimero de entradas e tempo de
permanéncia nas extremidades dos bragos abertos (Pellow et al., 1985; Rodgers &

Dalvi, 1997).

2.5.2 Neofagia

Para a realizacdo do teste de neofagia, os animais foram privados do acesso a
racdo por um periodo de 24 h. Ao final deste periodo, eles foram alocados por 30
minutos em uma caixa grande (39 x 32 x 17 cm) que continha, no centro mais
iluminado, um pellet de racdo. Foi quantificada a laténcia dos animais para comegarem

a se alimentar, bem como o peso da ragdo consumida (Rex et al., 1998).
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2.6 Perfusdo e processamento dos cérebros

Os animais foram perfundidos através da aorta ascendente, com 50 mL de PBS
0,01 M heparinizado (5 Ul/mL), seguido de 400 mL de PFA 4% em PB 0,1 M, pH 7,4.
Os cérebros foram pos-fixados em PFA 4% por 2 h e crioprotegidos em solucdo 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 cérebros foram armazenados a —80 °C até
0 momento da obtencdo dos cortes em criostato. Quatro séries de secgdes coronais de 30
pum da extensdo rostrocaudal do hipotdlamo e tronco cerebral foram obtidas de acordo
com o atlas de Paxinos e Watson (Paxinos & Watson, 2007). As secgdes foram
armazenadas em solugédo crioprotetora a —20 °C (Watson et al., 1986) para a posterior
realizacdo de andlises imunohistoquimicas de marcagdo simples para pSTAT5 no
hipocampo, area pré-dptica medial (MPA), ARC, amigdala, locus coerulus, Al e A2, de
marcacgdo simples para Fos e de dupla marcagédo para pSTATS5 e OT no PVN, conforme

protocolos previamente descritos (Aquino et al., 2016; Aquino et al., 2017).

2.7 Imunohistoquimica — Marcacao peroxidase

Assim como no estudo 1, foi utilizado o método de free-floating para a
realizacdo da imunohistoquimica de marcacdo peroxidase. Para a marcacdo simples de
pSTATS ou Fos, as sec¢es foram primeiramente incubadas com o anticorpo primario
anti-pSTATS feito em coelho (Cell Signaling Technology; 1:2.000) ou anticorpo
primario anti-Fos produzido em coelho (K-25, sc-253; Santa Cruz Biotechnology,
1:7.500). O anticorpo secundario utilizado foi o anti-lgG de coelho biotinilado (Vector

Laboratories, Burlingame, CA, EUA) na concentracédo de 1:2.000.

Para a dupla marcacdo de pSTATS5/OT, apo6s a incubagdo com 0 anticorpo para

pSTATS e seu anticorpo secundario, foi feita a incubagcdo com o anticorpo primario
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anti-OT produzido em camundongo (Chemicon International, Temecula, CA, EUA,
diluicdo 1:100.000). O anticorpo secundario anti-lgG de camundongo biotinilado

(Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) foi utilizado na concentracdo de 1:2.000.

2.8 Analise estatistica

Os dados foram apresentados em média + EPM. As diferencas entre os grupos
experimentais foram determinadas por analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas
vias, seguida do pds-teste de Holm-Sidak, conforme a ocorréncia de um ou dois fatores
de variacdo nos dados a serem analisados. P < 0,05 foi considerado estatisticamente

significante.
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3 RESULTADOS
3.1 Experimento 1: Efeito da administracdo aguda de PRL sobre a ansiedade em

ratos

Com o objetivo de padronizar uma curva dose-resposta do efeito ansiolitico da
PRL, foi feita a administracdo i.c.v. de diferentes doses de oPRL e, em seguida, foi
avaliado o comportamento do tipo ansioso nos testes do LCE (Fig. 9) e da neofagia
(Fig. 10). A figura 9A apresenta a porcentagem de entradas dos animais nos bracos
abertos do labirinto. Dentre as quatro doses testadas, apenas 0s animais que receberam
as doses de PRL-0.5 e de PRL-1 apresentaram maior porcentagem de entradas nos
bragcos abertos quando comparados ao grupo Veh (P < 0,05 para PRL-1 e P < 0,001
para PRL-0.5). Este efeito foi semelhante ao do DZP (P < 0,001), droga que foi
utilizada como controle devido ao seu comprovado efeito ansiolitico (Fernandez-Guasti
& Picazo, 1997; Liebsch et al., 1998). As maiores doses de oPRL apresentaram uma
tendéncia em aumentar o tempo de permanéncia nos bragos abertos (P < 0.1). No
entanto, somente o grupo DZP apresentou aumento significativio neste parametro em
relacdo ao grupo Veh (P < 0,05) (Fig. 9B). Como pode-se observar na figura 9C, o
grupo PRL-0.05 foi 0 Gnico com um menor nimero total de entradas nos bragos abertos
e fechados (P < 0,001), o que pode indicar um comprometimento na atividade
locomotora desses animais (Rodgers & Dalvi, 1997). Ndo houve diferenca no tempo
gasto no centro do labirinto entre os grupos (Fig. 9D). Observou-se maior nimero de
acessos as extremidades abertas do labirinto, bem como maior tempo de permanéncia
nas mesmas, em todos os grupos tratados com PRL (P < 0,05), com exce¢do do grupo
PRL-0.05, sendo nestes parametros os efeitos menores que os do DZP (P < 0,001) (Fig.

9E-F). O numero aumentado de acesso aos bragos abertos, bem como o0 acesso as
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extremidades dos mesmos, sdo indicativos de ansiedade diminuida, uma vez que esses

séo os locais do LCE mais aversivos aos roedores (Bourin, 2015).
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Figura 9: Efeito de diferentes doses de PRL sobre o comportamento do tipo ansioso medido
pelo labirinto em cruz elevado (LCE). Ratos receberam a implantacdo de uma céanula
intracerebroventricular (i.c.v.) e, dez dias depois, receberam a infusdo de veiculo (Veh; n = 8)
ou PRL ovina nas doses de 0,05 (PRL-0,05; n = 6), 0,5 (PRL-0,5; n =6), 1 (PRL-1; n=8) ou 3
Mg (PRL-3; n = 6). Ratos que receberam diazepam i.p. (DZP; n = 6) foram utilizados como

controle positivo. Dez minutos ap0s as injec@es i.c.v., 0s animais foram colocados no LCE por
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um periodo de 5 minutos. (A) Porcentagem de entradas nos bracos abertos. * P < 0,05; *** P <
0,001 comparado ao grupo Veh. ## P < 0,01; ### P < 0,001 comparado ao grupo PRL-0.05. ++
P < 0,01; +++ P < 0,001 comparado ao grupo PRL-3. (B) Tempo total de permanéncia nos
bracos abertos. * P < 0,05 comparado ao grupo Veh. ## P < 0,01; ### P < 0,001 comparado ao
grupo PRL-0.05. (C) Numero total de entradas nos bragos abertos e fechados. *** P < 0,001
comparado aos demais grupos. (D) Tempo de permanéncia no centro do labirinto. * P < 0,05
comparado ao grupo Veh. (E) Nimero de idas as extremidades dos bragos abertos. * P < 0,05;
*** P < 0.001 comparado ao grupo Veh. # P < 0,05; ### P < 0,001 comparado ao grupo PRL-
0.05. (F) Tempo de permanéncia nas extremidades dos bracos abertos. * P < 0,05; *** P <
0,001 comparado ao grupo Veh. # P < 0,05 comparado a todos os grupos tratados com PRL.
Dados expressos em média £ EPM.

A figura 10 apresenta os resultados obtidos no teste de neofagia, realizado ao
final de 24 h de jejum dos animais. A figura 10A mostra que os animais tratados com
PRL, com excecdo do grupo PRL-3, apresentaram menor laténcia para comecar a se
alimentar, de modo semelhante aos animais tratados com DZP (P < 0,05 para PRL-0.5,
P < 0,01 para PRL-1 e P < 0,001 para PRL-0.05 e DZP). Ou seja, esses animais
demoraram menos tempo para acessar 0 pellet de racdo que se localizava no centro
iluminado, um local aversivo para os roedores, o que indica menor nivel de ansiedade
nesses animais (Rex et al., 1998). De modo interessante, os animais tratados com a dose
de 1 pg de PRL apresentaram maior consumo de racdo quando comparado aos grupos

Veh e 0.05-PRL (P < 0,05) (Fig. 10B).
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Figura 10: Efeito de diferentes doses de PRL sobre o comportamento do tipo ansioso medido
pelo teste de neofagia. Ratos receberam a implantagéo de uma céanula i.c.v. e, onze dias depois,
foram submetidos a privagdo alimentar por 24 h. Ao final desse periodo, receberam injecdo
i.c.v. de veiculo (Veh; n =9) ou PRL nas doses de 0,05 (PRL-0,05; n = 6), 0,5 (PRL-0,5; n = 4),
1 (PRL-1; n = 8) ou 3 pg (PRL-3; n = 6). Ratos que receberam diazepam i.p. (DZP; n = 6)
foram utilizados como controle positivo. Dez minutos apds a infusdo, os animais foram
colocados em uma caixa com um pellet de racdo localizado no centro mais iluminado, onde
permaneceram por um periodo de 30 minutos. (A) Laténcia para o inicio da alimentagdo. * P <
0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001 comparado ao grupo Veh. (B) Peso de ragdo consumida. * P <
0,05 comparado aos grupos Veh e PRL-0,05. Dados expressos em média £ EPM.

Apds esses dois testes comportamentais, concluimos que as doses de PRL i.c.v.
mais eficientes na diminui¢do do comportamento do tipo ansioso foramade 0,5eade 1
pg. No entanto, a dose de 1 pg também causou um aumento na ingestdao alimentar nos
animais, caracteristica que ndo foi observada no grupo DZP. Assim, nos experimentos
seguintes, a dose de PRL-0.5 foi selecionada como uma dose de efeito ansiolitico e a de

PRL-3, como uma de néo efeito ansiolitico.

3.2 Experimento 2: Papel da testosterona sobre a acdo ansiolitica da PRL
Apos a validagdo do efeito ansiolitico da PRL, buscou-se responder se o0s

esteroides sexuais seriam essenciais para esse efeito, uma vez que, em fémeas, efeitos
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hipotalamicos da PRL parecem requerer exposicao prévia ao E2 (Anderson et al., 2008).
A figura 11 mostra que ambos os grupos ORX e ORX+T que receberam PRL
apresentaram maior porcentagem de entradas nos bragos abertos em relagdo aos
respectivos grupos que receberam Veh (P < 0,05). Observou-se, também, uma tendéncia
de aumento do tempo gasto nos bracos abertos no grupo ORX+T que recebeu PRL, em
relacdo ao que recebeu a injecdo de veiculo. No entanto, essa diferenga ndo foi
signiticativa (P < 0,1). N&o houve comprometimento na atividade locomotora dos
animais, como demonstrado pelo numero total de entradas nos bragos abertos e
fechados (Fig. 11C). Finalmente, o tratamento com PRL e a orquiectomia néo
inferferiram no tempo gasto pelos animais no centro do LCE. Desta forma, concluiu-se

que a presenca da testosterona nao € essencial para o efeito ansiolitico da PRL em ratos.
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Figura 11: Testosterona ndo interfere na acéo ansiolitica da PRL medida no LCE. Ratos foram
orquiectomizados (ORX) e receberam a implantacdo de uma cénula i.c.v.. Trés dias ap0s a
cirurgia, iniciou-se o tratamento didrio com testosterona (ORX+T) ou 6leo (ORX), por 7 dias.
No dia do experimento, os animais receberam a inje¢do de veiculo (ORX+Veh; n = 8 e
ORX+T+Veh; n = 8) ou PRL ovina (ORX+PRL; n = 7 e ORX+T+PRL; n = 6). Dez minutos
apos a infusdo, os animais foram colocados no LCE por um periodo de 5 minutos. (A)
Porcentagem de entradas nos bragos abertos. * P < 0,05 comparado aos respectivos grupos Veh.
(B) Tempo total de permanéncia nos bragos abertos. (C) Numero total de entradas nos bracos
abertos e fechados. (D) Tempo de permanéncia no centro do labirinto. Dados expressos em
média = EPM.

A figura 12 apresenta o peso da prdstata e vesicula seminal de ratos intactos

(Experimento 1), ORX e ORX+T (Experimento 2). Os animais ORX apresentaram
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menor peso da prostata e da vesicula seminal quando comparado aos animais intactos (P
< 0,001). A reposicdo hormonal, por outro lado, foi capaz de reestabelecer os pesos
desses orgdos, que chegaram a atingir valores levemente maiores que 0s observados nos
animais intactos (P < 0,01 para prostata e P < 0,001 para vesicula seminal). Assim, estes
dados confirmam a eficiéncia da orquiectomia e da reposicdo com testosterona em

nosso modelo experimental.
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Figura 12: Efeito do tratamento com testosterona no peso da prostata e da vesicula seminal.
Ratos foram ORX e receberam a implantacdo de uma céanula i.c.v.. Trés dias ap6s a cirurgia,
iniciou-se o tratamento diario com testosterona (ORX+T; n = 16) ou 6leo (ORX; n = 14), por 7
dias. No dia do experimento, foi feita a retirada e pesagem das prostatas e vesiculas seminais, e
0s pesos foram comparados a animais intactos (Intact; n = 28). (A) Peso das prostatas. *** P <
0,001 comparado ao grupo ORX. ## P < 0,01 comparado ao grupo Intact. (B) Peso das
vesiculas seminais. *** P < 0,001 comparado ao grupo ORX. ### P < 0,001 comparado ao

grupo Intact. Dados expressos em média = EPM.
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3.3 Experimento 3: Avaliacdo de possiveis regides cerebrais responsaveis pelo

efeito ansiolitico da PRL

No experimento 3, buscamos mapear as regides cerebrais envolvidas no efeito
ansiolitico da PRL. Sabe-se que a administracdo i.c.v. de PRL induz a expressdo de
pSTATS na MPA e no ARC (Sapsford et al., 2012). Secc¢des do hipocampo, amigdala,
locus coerulus, A1 e A2 foram avaliadas e, todavia, ndo apresentaram expressao de
pSTATS em resposta as doses de PRL-0.5 ou PRL-3 i.c.v., indicando pouca ou
nenhuma responsividade a PRL nestas &reas cerebrais. Por outro lado, a figura 13
mostra que houve um aumento na expressao de pSTATS tanto na MPA como no ARC
de animais tratados com oPRL, sem diferenca de resposta entre as doses (P < 0,01 para
as duas doses de PRL no ARC e para a dose de 0.5 pug na MPA; P < 0,001 para a dose
de 3 ug na MPA). Desta forma, essas nao parecem ser regides envolvidas na diminuigéo
do comportamento do tipo ansioso, uma vez que os animais tratados com PRL-3 néo

apresentaram diminuicdo desse comportamento.
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Figura 13: Efeito de diferentes doses de PRL sobre a fosforilacdo de STATS (pSTAT5) na area
pré-optica medial (MPA) e no nucleo arqueado (ARC) do hipotdlamo. Ratos receberam a
implantacdo de uma cénula i.c.v. e, dez dias depois, receberam a injecao de veiculo (Veh; n = 6)
ou PRL nas doses de, 0.5 (PRL-0,5; n = 5) ou 3 pg (PRL-3; n = 7). 30 minutos apés a infusao,
os animais foram perfundidos e seus cérebros foram processados para a analise da marcacao de
pSTATS na MPA e no ARC. (A) Imagens representativas da expressdo de pSTATS5 na MPA.
(B) Numero de neurdnios pSTATS imunorreativos (ir) na MPA. ** P < 0,01; *** P < 0,001
comparado ao grupo Veh. (C) Imagens representativas da expressdo de pSTATS5 no ARC. (D)
NUmero de neurdnios pSTAT5-ir no ARC. ** P < 0,01 comparado ao grupo Veh. Dados
expressos em média + EPM. 3V, terceiro ventriculo. Inset indica ampliacdo da area destacada

pelo retangulo da foto. Escalas, 100 um e 20 um (inset).
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Como apresentado na figura 14, também foi feita a anélise do PVN, uma regido
sabidamente envolvida na resposta a estimulos estressores (Palkovits, 2000). Como se
pode observar na figura 14B, também houve um aumento na expressdo de pSTAT5 nos
animais tratados com PRL. Interessantemente, a expressdo de pSTATS no PVN foi
quantitativamente maior no grupo PRL-0.5 do que no PRL-3 (P < 0,01), embora ambas
tenham sido siginificativamente aumentadas em relacdo aos ratos Veh (P < 0,001 para
PRL-0.5 e P < 0,05 para PRL-3). Considerando que a OT € um importante peptideo na
diminuicdo do comportamento do tipo ansioso (Uvnés-Moberg et al., 1994; Windle et
al., 1997), avaliamos também a coexpressdo de pSTAT5 em neurdnios OT do PVN.
Como se pode observar na figura 14D, ndo h& diferenca no nimero total de neurdnios
que expressam OT entre os grupos. No entanto, a porcentagem de neurdnios OT
expressando pSTATS foi maior nos grupos tratados com PRL (P < 0,001 para PRL-0.5
e P < 0,05 para PRL-3) e, seguindo o padrdo observado na marcacgdo simples para
pSTATS, a resposta dos ratos PRL-0,5 foi significativamente maior do que a do grupo
PRL-3 (P < 0,05; Fig. 14C). Assim, a responsividade a PRL em neurénios OT e ndo OT
do PVN apresenta 0 mesmo perfil dose-resposta observado no seu efeito ansiolitico,

indicando este nlcleo como possivel alvo de acdo da PRL para deflagrar este efeito.
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Figura 14: Efeito de diferentes doses de PRL sobre a expressdo de pSTATS5 e OT no PVN.
Ratos receberam a implantacdo de uma cénula i.c.v. e, dez dias depois, receberam a infusdo de
veiculo (Veh; n = 6) ou PRL nas doses de, 0,5 (PRL-0,5; n =4) ou 3 ug (PRL-3; n=7). 30

minutos apoés a infusdo, os animais foram perfundidos e seus cérebros foram processados para a

dupla marcacdo de pSTAT5 e OT no PVN. (A) Imagens representativas da expressdo de
pSTATS5 e OT no PVN. (B) NUmero de neurbnios pSTAT5-ir no PVN. * P < 0,05; *** P <
0,001 comparado ao grupo Veh. ## P < 0,01 comparado ao grupo PRL-3. (C) Porcentagem de

neurdnios OT que expressam pSTATS5 no PVN. * P < 0,05; *** P < 0,001 comparado ao grupo

Veh. # P < 0,05 comparado ao grupo PRL-3. (D) Numero de neur6nios OT-ir no PVN. Dados
expressos em média + EPM. 3V, terceiro ventriculo. Inset indica ampliacdo da area destacada

pelo retangulo da foto. Escalas, 100 um e 20 pm (inset).
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A figura 15 exibe um mapeamento da expressdo de pSTAT5 em resposta a
infusdo i.c.v. de PRL nas doses ansiolitica (PRL-0.5) e ndo ansiolitica (PRL-3). Em
sintese observamos que a PRL ndo foi capaz de gerar alteracbes na expressao de
pSTATS no HPC, BLA, LC Al ou A2. Por outro lado, ambas as doses utilizadas
tiveram efeito na MPA, PVN e ARC. A dose de PRL-0,5, no entanto, exerceu efeito
ainda mais significativo no PVN, o que indica que esse nucleo possa estar associado ao

efeito ansiolitico dessa dose de PRL.

0/0

Figura 15: Mapeamento da expressdo neural de pSTATS em resposta a PRL em doses que
causam ou ndo efeito ansiolitico. A expressdo de pSTATS5 foi investigada na MPA, PVN, ARC,
amidala basolateral (BLA), hipocampo (HPC), locus coerulus (LC), Al e A2. Areas com
expressao estdo representadas em azul ou amarelo e, sem reposta, em rosa. Os simbolos em azul
indicam avaliacdo semi-quantitativa de expressdo de pSTATS em resposta ao tratamento com
PRL-0,5, enquanto os simbolos em verde indicam a mesma avaliacdo em resposta ao tratamento
com PRL-3.
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3.4 Experimento 4: Efeito do bloqueio de PRL-R e OT-R sobre o efeito

ansiolitico da PRL

O experimento anterior apontou um possivel envolvimento dos neurdnios OT na
acdo ansiolitica da PRL. Assim, o presente experimento teve como objetivo avaliar o
efeito do bloqueio de PRL-R e OT-R, através da utilizacdo dos seus antagonistas, sobre
a acdo ansiolitica da PRL. Como apresentado nas figuras 16A e B, os animais Veh+PRL
apresentaram maior porcentagem de entradas nos bragos abertos (P < 0,01), bem como
maior tempo gasto nesses bragos (P < 0,05), quando comparado ao controle que recebeu
somente injecdo de Veh. Esse efeito foi bloqueado tanto com a administracdo do S179D
como de ATO anterior a administracdo da PRL. Né&o foram observadas diferencgas entre
0s grupos no total de entradas nos bracgos abertos e fechados, indicando que ndo houve
comprometimento da atividade locomotora dos animais em resposta a administracéo de
nenhuma das drogas (Fig. 16C). O tempo no centro do LCE também ndo sofreu
alteracdes entre os grupos (Fig. 16D). De modo importante e consistente com o efeito
ansiolitico da PRL, o grupo Veh+PRL apresentou maior nimero de acessos e tempo
gasto nas extremidades dos bracos abertos do LCE em relagdo ao Veh (P < 0,01), efeito
que também foi bloqueado pelo S179D e ATO (Fig 16E e F). Sendo assim, estes
resultados mostram que o bloqueio tanto dos receptores para PRL quanto para OT
elimina o efeito ansiolitico da PRL, comprovando o envolvimento dos dois receptores

na acdo da PRL sobre o comportamento do tipo ansioso.
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Figura 16: Efeito dos antagonistas de PRL (S179D) e de OT (ATO) na acgdo ansiolitica da PRL.
Ratos receberam a implantacdo de uma céanula intracerebroventricular (i.c.v.) e, dez dias depois,
receberam a infusdo de veiculo, S179D ou ATO. 10 minutos depois, parte dos animais que
recebeu Veh, recebeu uma segunda administragdo de Veh (Veh; n = 12). Os demais animais
receberam 0,5 pug de PRL (Veh+PRL, n = 12; S179D+PRL, n = 6; ATO+PRL, n = 6). Dez
minutos ap0s a Ultima injecdo i.c.v., os animais foram colocados no LCE por um periodo de 5
minutos. (A) Porcentagem de entradas nos bragos abertos. ** P < 0,01 comparado aos demais
grupos. (B) Tempo total de permanéncia nos bragos abertos. ** P < 0,01 comparado ao grupo

Veh. # P < 0,05 comparado ao grupo S179D+PRL. (C) Numero total de entradas nos bracos
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abertos e fechados. (D) Tempo de permanéncia no centro do labirinto. (E) NUmero de idas as
extremidades dos bracos abertos. ** P < 0,01 comparado ao grupo Veh. # P < 0,05 comparado
ao grupo S179D+PRL. (F) Tempo de permanéncia nas extremidades dos bragos abertos. ** P <
0,01 comparado ao grupo Veh. # P < 0,05 comparado ao grupo S179D+PRL. Dados expressos
em meédia = EPM.

3.5 Experimento 5: Efeito do bloqueio de PRL-R sobre a expressao de Fos
hipotalamica em resposta ao estresse por contengao

Os experimentos anteriores mostraram o envolvimento do PVN, com possivel
mediacdo dos neurdnios OT, no efeito ansiolitico da PRL. Para confirmar o
envolvimento desse nucleo nesse efeito, analisamos a expressdo de Fos, marcador
neuronal responsivo ao estresse (Weinberg et al., 2007), em animais que tiveram
bloqueio do PRL-R anterior a administracdo de PRL em resposta ao estresse por
contencdo. Analisamos o ARC com objetivo de ter um nucleo controle, sem
envolvimento na acdo ansiolitica da PRL. E de modo consistente, a expressdo de Fos no
ARC foi maior em todos 0s grupos que passaram pelo estresse, em relacéo ao grupo que
ndo recebeu o estimulo estressor (P < 0,05) (Fig. 17A-B), e o tratamento com PRL néo

foi capaz de diminuir essa imunorreatividade.

Ao analisarmos o PVN (Fig. 18), também observamos, como esperado, um
aumento expressivo na imunorratividade para Fos nos animais Veh estressados, em
relacdo ao seu controle ndo estressado (P < 0,001). A administracdo da PRL a estes
animais estressados foi capaz de diminuir de forma expressiva o nimero de neurbnios
Fos-positivos (P < 0,001), efeito este que foi parcialmente blogueado em animais que
receberam injecdo prévia do S179D. Portanto, o S179D aplicado preveniu o efeito da

PRL sobre a diminui¢do da imunorreatividade para Fos no PVN.
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Figura 17: Efeito do S179D na imunorreatividade de Fos no ARC de ratos submetidos ao
estresse por contencdo. Ratos receberam a implantagdo de uma céanula intracerebroventricular
(i.c.v.). Dez dias depois, foram feitas duas injecdes i.c.v. separadas por um intervalo de 10
minutos. Os animais receberam Veh e Veh (Veh stress; n = 7), Veh e PRL (PRL stress; n = 7)
ou antagonista de PRL e PRL (S179D + PRL stress; n = 6). 30 minutos apds a Ultima injec&o, 0s
animais foram submetidos ao estresse por contengdo por 40 minutos. 30 minutos apdés o final do
estresse, eles foram perfundidos e seus cérebros foram processados para a analise da marcagao
de Fos no ARC. Os resultados desse experimento foram comparados aos niveis basais de Fos
nessa regido em ratos que ndo passaram pelo protocolo de estresse por conten¢do (Cont; n = 5).
(A) Imagens representativas da expressdo de Fos no ARC. (B) Nimero de neurdnios Fos-ir no
ARC. ** P < 0,01; *** P < 0,001 comparado ao grupo Cont. Dados expressos em média *
EPM. 3V, terceiro ventriculo. Inset indica ampliacdo da éarea destacada pelo retangulo da foto.

Escalas, 100 um e 20 um (inset).
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Figura 18: Efeito do S179D na imurreatividade de Fos no PVN de ratos submetidos ao estresse
por contengdo. Ratos receberam a implantacdo de uma cénula intracerebroventricular (i.c.v.).
Dez dias depois, foram feitas duas injecdes i.c.v. separadas por um intervalo de 10 minutos. Os
animais receberam Veh e Veh (Veh stress; n = 8), Veh e PRL (PRL stress; n = 8) ou antagonista
de PRL e PRL (S179D + PRL stress; n = 6). 30 minutos apos a Ultima injecdo, os animais foram
submetidos ao estresse por contengdo por 40 minutos. 30 minutos ap6s o final do estresse, eles
foram perfundidos e seus cérebros foram processados para a anélise da marcacdo de Fos no
PVN. Os resultados desse experimento foram comparados aos niveis basais de Fos nessas
regides em ratos que ndo passaram pelo protocolo de estresse por contengdo (Veh; n = 5). (A)
Imagens representativas da expressdo de Fos no PVN. (B) NUmero de neurbnios Fos-ir no PVN.
* P <0,05; *** P < 0,001 comparado ao grupo Cont. + P < 0,05; +++ P < 0,001 comparado ao
grupo PRL stress. ## P < 0,01 comparado ao grupo S179D+PRL stress. Dados expressos em
média £ EPM. 3V, terceiro ventriculo. Inset indica ampliacdo da area destacada pelo retangulo
da foto. Escalas, 100 um e 20 um (inset).
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4  DISCUSSAO
Os resultados de diferentes estudos publicados na literatura sugerem fortemente
que a PRL exerca um papel importante na diminuicdo da ansiedade. Ratos em estados
fisioldgicos de altos niveis de PRL, como fémeas lactantes (Silva et al., 2020b) e em
PRO (Butcher et al., 1974; Szawka et al., 2005), e machos pos-cépula (Kamel et al.,
1975; Kamel et al., 1977), apresentam niveis reduzidos de comportamento do tipo
ansioso (Frye et al., 2000; Groér, 2005; Waldherr & Neumann, 2007). Além disso, a
administracdo i.c.v. de oPRL exerce efeitos ansioliticos tanto em fémeas como em
machos (Torner et al., 2001; Torner et al., 2002; Donner et al., 2007). Desse modo, 0
presente estudo objetivou investigar os mecanismos neuroendocrinos pelos quais a PRL
exerce esse importante efeito sobre a ansiedade em ratos. Primeiramente, padronizamos
uma dose de PRL com efeito ansiolitico, de modo a utiliza-la como ferramenta para
nosso estudo. Apos elegermos a dose de 0,5 pg i.c.v. de PRL como dose de efeito
ansiolitico, tratamos animais ORX e tratados com 06leo ou testosterona a fim de avaliar
se o efeito da PRL na atenuacdo da ansiedade € dependente da presenca de esteroides
sexuais. Nossos resultados mostraram que a testosterona ndo é essencial para esse
efeito. Em seguida, avaliamos a responsividade de diferentes regiGes cerebrais a
administracdo de doses ansioliticas e ndo ansioliticas de PRL através de
imunohistoquimica para pSTAT5. Observamos que a MPA e o ARC apresentam 0
mesmo padrdo de resposta ao tratamento com dose ansiolitica e ndo ansiolitica de PRL,
e que somente o PVN apresentou maior responsividade a dose ansiolitica, juntamente
com maior resposta dos neurbénios OT. Isto nos levou a hipotetizar que o PVN estaria
envolvido nas ac¢des ansioliticas da PRL, e que essa agédo seria mediada pelos neurénios
OT. O blogueio de PRL-R e OT-R com seus respectivos antagonistas mostrou que a
ativacdo de ambos os receptores € essencial para a acéo ansiolitica da PRL. Finalmente,

tratamos animais submetidos ao estresse por contengdo com PRL e a avaliacdo da
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ativagdo do PVN por Fos reafirmou a acéo ansiolitica desse horménio. O blogueio do
PRL-R preveniu esta acdo da PRL no PVN. Assim, nossos dados indicam que a PRL
atua em neurénios do PVN, icluindo neurdnios ocitocinérgicos, para exercer sua acdo

ansiolética.

No primeiro experimento desse trabalho, nos fizemos a administracdo i.c.v. de
diversas doses de PRL com o objetivo de padronizar uma dose de efeito ansiolitico. A
escolha das doses utilizadas foi baseada em estudo anterior conduzido por Torner e
colaboradores (Torner et al., 2001) em 2001, que observaram efeito ansiolitico da dose
de 1 pug de PRL. Utilizamos, portanto, essa dose como uma dose intermediaria, e
administramos doses maiores e menores com 0 objetivo de obter uma curva dose-
resposta. O DZP foi administrado i.p. como controle positivo de droga de comprovado
efeito ansiolitico (Fernandez-Guasti & Picazo, 1997; Liebsch et al., 1998). Animais
tratados com as doses de 0,5 e 1 ug de PRL apresentaram maior porcentagem de
entradas nos bracos abertos do LCE, assim como 0s animais tratados com DZP. Esse é
um importante pardmetro que indica diminuicdo no comportamento do tipo ansioso
(Ohl et al., 2008; Bourin, 2015). De modo interessante, 0 grupo PRL-0.05 apresentou
menor nimero total de entradas nos bracos abertos e fechados do LCE. Esse € um
parametro que idealmente ndo deve ser alterado pela administracdo de drogas, uma vez
que sua diminuicdo pode indicar algum comprometimento na atividade locomotora dos
animais, representando um importante viés na analise (Rodgers & Dalvi, 1997).
Finalmente, todas as doses de PRL utilizadas, exceto a de 0,05 pg, causaram um
aumento na exploragéo das extremidades dos bragos abertos do LCE, que representam o

local mais aversivo do aparato para os roedores (Bourin, 2015).

Para prosseguir na padronizacdo da dose ansiolitica da PRL e obter resultados

mais confiaveis, consideramos importante submeter os animais a um segundo teste de
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ansiedade. Para isso, eles foram submetidos a um periodo de jejum de 24 h e, ao final
desse periodo, passaram pelo teste da neofagia. Neste teste, 0s animais se encontram em
um conflito entre ingerir alimento ap6s um longo periodo de jejum, e se habituar a um
ambiente novo. O menor tempo de laténcia para inicio da ingestdo da racdo é um
indicativo de menor ansiedade (Rex et al., 1998). De modo diferente do teste do LCE, a
dose de 0,05 apresentou efeito ansiolitico nesse teste. Essa discrepancia entre os
resultados do LCE e do teste da neofagia refor¢caram a importéancia da realizacdo de dois
testes diferentes nesse momento de padronizacdo das doses de PRL. As doses de 0,5 e
de 1 pg de PRL também diminuiram a laténcia para o inicio da alimentagdo no teste da
neofagia, de modo que essas duas doses apresentaram efeitos ansioliticos consistentes
nos dois testes comportamentais realizados. A dose de 1 pg, no entanto, causou um
efeito de aumento da quantidade de alimento ingerido. Como esse efeito ndo foi
observado em nosso controle positivo, 0 DZP, a dose de 1 ug foi descartada e elegemos
a dose de 0,5 pg de PRL como a dose ansiolitica e que seria utilizada como ferramenta
nos experimentos seguintes. Um fato interessante que nos chamou atencdo foi a
auséncia de efeito ansiolitico da dose de 3 pg de PRL. Existem algumas hipdteses que
podem explicar essa auséncia de efeito. E possivel que altas doses de PRL
desencadeiem um mecanismo de dessensibilizagdo dos PRL-R no PVN,
comprometendo seus efeitos ansioliticos. Ademais, sabe-se que a PRL pode ser clivada
no hipotalamo em vasoinibinas (Clapp et al., 1994), que exercem efeitos
comportamentais contrarios aos da PRL, estimuando o comportamento do tipo ansioso e
depressivo, possivelmente devido a suas acOes vasculares (Zamorano et al., 2014).
Portanto, altas doses de PRL podem aumentar a quantidade de hormonio clivada no

PVN, o que pode bloquear sua agéo ansiolitica e até causar aumento do comportamento
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do tipo ansioso. Entretanto, ndo € possivel determinar porque estas situagdes seriam

especificas do PVN em comparagcdo com as outras areas hipotalamicas avaliadas.

Nosso proximo passo foi, entdo, avaliar se a presenca da testosterona é essencial
para os efeitos ansioliticos da PRL. Esta analise foi feita uma vez que se sabe que, em
fémeas, os efeitos hipotalamicos da PRL dependem da exposicdo prévia ao E2
(Anderson et al., 2008). Para isso, utilizamos ratos ORX e tratados com ¢leo ou
testosterona. A porcentagem de entradas nos bracos abertos do LCE foi maior nos
animais que receberam tratamento com PRL, independente da presenca da testosterona.
No entanto, diferente de diversos trabalhos na literatura, no presente estudo a
testosterona ndo teve efeito ansiolitico por si sO. Sabe-se que baixos niveis de
testosterona estdo associados a maiores niveis de ansiedade e depressdo em adolescentes
(Granger et al., 2003). Trabalho de Frye e colaboradores mostrou que a gonadectomia
aumenta o comportamento do tipo ansioso, efeito que pbde ser revertido pela
administracdo sistémica de testosterona (Frye & Seliga, 2001). Nesse trabalho, no
entanto, foram utilizados implantes de testosterona, que resultou em doses
suprafisiologicas de angrégenos circulantes. Ainda, a administracdo de testosterona
aumentou o comportamento exploratério no LCE em machos intactos no estudo de
Britan e colaboradores (Bitran et al., 1993). No entanto, neste ultimo estudo a dose de
testosterona administrada foi de 3,5 a 5 mg/kg, portanto, maior que a dose fisiologica
(aproximadamente 0,9 mg/kg) que utilizamos no presente trabalho. Além disso, 0s
animais de Britan e colaboradores ndo foram castrados antes de receber a capsula com
testosterona, portanto os niveis circulantes de testosterona sistémica foram ainda mais
elevados. O trabalho de Fernandez-Guasti e colaboradores (Fernandez-Guasti &
Martinez-Mota, 2003) também avaliou o efeito do propionato de testosterona sobre a

ansiedade. Foram utilizadas diferentes doses desse hormdnio (0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 e
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1.0 mg por rato) em animais ORX e foi observado um efeito ansiolitico da testosterona.
No entanto, esse efeito foi observado de forma robusta somente nos animais tratados
com as dose de 0.5 e 1.0 mg, e ndo nos animais que receberam a dose equivalente a
utilizada no presente estudo (0.25 mg/rato). A auséncia de efeito ansiolitico da
testosterona por si s6 no nosso estudo deve estar, portanto, associada a dose que foi
utilizada, uma vez que optamos por utilizar uma dose que gerasse niveis de testosterona

mais proximos aos niveis fisiologicos (Kalil et al., 2013).

Apds concluirmos que o efeito da PRL sobre a ansiedade ndo depende da
presenca de esteroides sexuais, nosso Proximo experimento visou investigar quais
regides cerebrais estariam associadas ao efeito ansiolitico da PRL. Para isso, utilizamos
como ferramentas duas doses distintas de PRL i.c.v.: uma de efeito ansiolitico (0,5 ug) e
outra sem efeito ansiolitico (3 pg). Nossa segunda ferramenta para a avaliacdo da acdo
de PRL no cérebro foi a marcacdo imunohistoquimica para pSTAT5, uma vez que a
fosforilacdo de STAT5 é um confidvel marcador da acédo celular da PRL (Brown et al.,
2010; Kirk et al.,, 2017). Hipocampo, amigdala, locus coerulus, Al e A2 nédo
apresentaram expressdo de pSTAT5 em resposta a nenhuma das duas doses de PRL
utilizadas, o que indica uma auséncia de acdo direta da PRL nessas regides cerebrais. A
MPA e o ARC, no entanto, apresentaram aumento da expressdo de pSTATS5 em
resposta as duas doses de PRL. No entanto, como ndo houve diferenca entre a dose
ansiolitica e ndo ansiolitica de PRL, é pouco provavel que esses nucleos estejam
envolvidos na acdo ansiolitica da PRL. A marcacdo de pSTAT5 na MPA e no ARC em
resposta a administracdo de PRL j& foi descrita anteriormente, e ndo tem sido associada
a nenhum efeito ansiolitico da PRL (Brown et al., 2010; Sapsford et al., 2012; Kirk et

al., 2019).
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A andlise do PVN nos mostrou um aumento do ndmero de neruénios pSTAT5-ir
em ambos os tratamentos com PRL. Na literatura, ha discrepancias em relacdo a
expressdo de pSTATS no PVN. Estudos anteriores mostraram que crescentes doses
I.c.v. de PRL geraram aumento gradual de pSTAT5-ir no PVN de ratas (Sapsford et al.,
2012). Entretanto, neste estudo foram utilizadas fémeas, e diferencas no padrdo de
expressao dos receptores longos e curtos para PRL entre machos e fémeas ndo podem
ser descartadas. Ainda, é possivel que oPRL de diferentes fornecedores apresentem
diferencas de atividade biol6gica, o que pode deslocar a curva dose resposta e dificultar
comparagdes entre estudos diferentes. Por outro lado, a auséncia de resposta de pSTAT5
no PVN ao tratamento com PRL foi observada no trabalho de Brown e colaboradores
(Brown et al., 2010), onde ndo se encontrou imunorreatividade nesse ndcleo em
camundongas que reberam alta dose de oPRL sistémica. Neste trabalho, apesar da
presenca dos PRL-R ter sido detectada através do método de hibridizag8o in situ, ndo
foi detectada marcacdo para pSTAT5 por imunohistoquimica. Desda forma, é possivel
que a dose de PRL utilizada (5 mg/kg, i.p.) tenha sido acima da faixa ideal para indugéo
de pSTAT5 no PVN o que resultou em ndo marcacdo. Este padrdo de resposta é
consistente com nossos achados. Em nosso estudo, apesar de ambas as doses de PRL
terem desencadeado um aumento na expressao de pSTAT5 no PVN, a dose de 0,5 pg
promoveu um aumento mais expressivo nessa imunorreatividade quando comparado a
dose de 3 pg. Essa diferenca indica que esse nlcleo possa estar envolvido na acdo da
PRL sobre a ansiedade, uma vez que o experimento 1 mostrou que 0,5 pg de PRL
possui efeito ansiolitico, que ndo foi desencadeado pela dose de 3 pg. Além disso,
houve maior porcentagem de dupla marcacéo para OT e pSTATS5 nas ratas tratadas com
a dose ansiolitica de PRL em relacdo aos demais grupos. Esse resultado sugere o

envolvimento dos neurénios OT na mediagéo do efeito ansiolitico da PRL. Em 2012 foi
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mostrado que a administracdo de PRL fosforila STAT5 em neurdnios OT de ratas
virgens (Sapsford et al., 2012). Além disso, o papel da OT na diminui¢do da ansiedade
ja foi extensamente examinado em roedores. A OT tem papel importante na inibicao da
ativagdo do eixo HPA e diminuicdo da ansiedade (McCarthy et al., 1996; Windle et al.,
1997; Neumann et al., 2000b; Neumann et al., 2000a; Bale et al., 2001). Camundongos
com delecdes no gene para OT apresentam maior comportamento do tipo ansioso do
que ratas wild type, caracteristica que € revertida através da administracdo de OT i.c.v.

nesses animais mutantes (Mantella et al., 2003).

Evidéncias publicadas na literatura sugerem que os efeitos ansioliticos da PRL
ocorram possivelmente via ac6es nos neurdnios produtores de horménio liberador de
corticotrofina (CRH), localizados no PVN e na amigdala central (Neumann, 2009). No
entanto, os neur6nios CRH ndo expressam a forma do PRL-R responsavel por seus
efeitos ansioliticos (forma longa do receptor). Por esse motivo, qualquer acdo da PRL
sobre o eixo HPA deve ser mediada indiretamente (Gustafson et al., 2017). Este estudo
realizado por Gustafson e colaboradores em 2017 mostrou que o PVN contém
neurdnios ndo-CRH que sdo responsivos a PRL. Por isso, a PRL deve se ligar a alguma
populacdo neuronal dentro ou aferente ao PVN para regular a atividade dos neur6nios
CRH. Das populac6es neuronais do PVN, até entdo, os neurénios OT sdo 0s Unicos que
sabidamente sdo alvos diretos da acdo da PRL via forma longa do receptor (Kokay et
al., 2006; Sapsford et al., 2012; Augustine et al., 2016). Sendo assim, esses s&o
neurdnios candidatos para a mediacdo das agdes da PRL sobre os neurénios CRH e o

eixo hipotalamo-hipofise-adrenal.

Para confirmar a participacdo dos neurénios OT no efeito ansiolitico da PRL,
nos antagonizamos os receptores de PRL e OT previamente ao tratamento com a PRL.

A analise comportamental no LCE mostrou que o uso do modulador do PRL-R, 0
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S179D, inibiu a acdo ansiolitica da PRL. Este resultado mostrou que esse modulador
agiu como antagonista para PRL-R, uma vez que, quando injetado juntamente com a
PRL, ele foi capaz de reverter o efeito desse hormonio. A utilizacdo do ATO para o
antagonismo dos OT-R também inibiu a acdo ansiolitica da PRL observada no LCE.
Esse resultado foi de suma importancia para confirmar a participagdo da OT na
mediacdo dos efeitos ansioliticos da PRL. A importancia da OT no comportamento do
tipo ansioso ja foi demonstrada anteriormente por Mantella e colaboradores (Mantella et
al., 2003), que observaram que a administracdo i.c.v. do antagonista para OT aumentou
0 comportamento do tipo ansioso no LCE quando comparado aos animais controle. A
acdo ansiolitica da OT provavelmente também envolve sua ligacdo a seus receptores na
amigdala, nacleo envolvido na coordenagdo de respostas de medo e ansiedade (Davis,
1997; Tye et al., 2011; Sah, 2017; Babaev et al., 2018). Isto porque Bale e
colaboradores mostraram que a infusdo de OT neste nucleo diminuiu o comportamento
do tipo ansioso medido no LCE (Bale et al., 2001), enquanto a infusdo no VMH né&o
resultou em tal efeito. De modo interessante, nossos resultados mostram que a PRL
estimula a atividade dos neurbnios OT que, por sua vez, desencadeia seus efeitos

ansioliticos que j& foram demonstrados em diversos estudos.

Nosso Ultimo passo teve como objetivo obter uma confirmacdo final de que o
PVN estéa envolvido nos efeitos da PRL sobre a ansiedade. Para isso, nds submetemos
animais previamente tratados com Veh, S179D e PRL ou somente PRL ao estresse por
contencado e avaliamos a marcacdo de Fos, um marcador neuronal responsivo ao estresse
(Weinberg et al., 2007). Além da avaliacdo do PVN, nos utilizamos o ARC como
controle, por ser um nuacleo sem participacdo na acdo ansiolitica da PRL, como
evidenciado nos resultados anteriores. Sabe-se que 0 estresse por contengdo provoca um

importante aumento na expressao de Fos nesses dois ndcleos hipotalamicos (Imaki et
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al., 1992; Imaki et al., 1996; Briski & Gillen, 2001; Kwon et al., 2006). Como esperado,
0 estresse por contengdo aumentou a Fos-ir no ARC, efeito que ndo pdde ser revertido
com o tratamento com a PRL. O nimero de neurdnios marcados com Fos também se
mostrou aumentado no PVN dos animais submetidos ao estresse. No entanto,
diferentemente do ARC, a PRL foi capaz de reduzir a ativacdo desse nlcleo. De modo
interessante, a administracdo do S179D prévio ao tratamento com PRL bloqueou
parcialmente esse efeito. O blogqueio parcial do efeito da PRL pode ter sido devido a
dose de S179D né&o ter sido alta o suficiente ou, ainda, pelo fato desta droga ser um
modulador seletivo dos PRL-R, podendo agir tanto como agonista quanto como
agonista. Este é um importante resultado que mostra, pela primeira vez, que a PRL

atenua a ativacgdo do PVN ocasionada pelo estresse.

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo confirmam que a PRL possui efeito ansiolitico
em ratos machos e que esse efeito é independente de esteroides sexuais. Além disso,
conforme representado na figura 19, as evidéncias obtidas através das analises
imunohistoquimicas e do uso dos antagonistas para PRL e para OT sugerem, pela
primeira vez, que esse efeito ansiolitico seja ser mediado pela acdo da PRL no PVN,
com envolvimento dos neurénios OT. Esse trabalho nos permitiu atribuir importante
funcdo para a PRL em machos, e desvendar parte da via neural envolvida em seu efeito

ansiolitico.
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Figura 19: Proposta do mecanismo neuroendocrino da agdo ansiolitica da PRL. Os
experimentos realizados nesse estudo nos levaram a concluir que a PRL se liga aos seus
receptores no PVN, muito provavelmente localizados nos neurbnios OT, e diminuindo o
comportamento do tipo ansioso em ratos, bem como a ativagdo desse nucleo a estimulos

estressores.
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