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RESUMO

Os neurdnios produtores de kisspeptina, neurocinina e dinorfina (KNDy) do ndcleo
arqueado (ARC) estdo envolvidos na secrecao pulséatil de horménio luteinizante (LH).
Evidéncias anteriores também mostraram que os neurdnios KNDy enviam projecfes
para os neur6nios tuberoinfundibular dopaminérgicos (TIDA), que estdo envolvidos na
secrecado de prolactina (PRL). Em roedores, o estradiol (E2) é capaz de induzir picos
pré-ovulatérios simultaneos de LH e PRL. Neste trabalho, testamos a hipétese de que
0s neurdnios KNDy participem da regulagédo da secrecao de PRL pelo E2. A atividade
dos neurdnios KNDy foi avaliada utilizando dupla marcag&o imunohistoquimica para c-
Fos e kisspeptina no ARC. O numero de neurdnios kisspeptina -imunorreativos (ir) foi
menor no proestro e estro comparado com o diestro. No entanto, a porcentagem de
neurbnios de kisspeptina-ir expressando c-Fos foi aumentada na tarde do proestro,
momento dos picos de LH e PRL, resultado este confirmado utilizando -se dois
anticorpos anti-c-Fos. Os ratos machos, por sua vez, exibiram menor nimero de
neurdnios kisspeptina-ir no ARC do que fémeas em diestro, com coexpressao inalterada
de c-Fos durante o dia. Os efeitos do E2 foram avaliados no modelo de retroalimentag&o
positiva de ratas ovariectomizadas (OVX) tratadas com E2 (OVX+E2). O numero de
neurdnios kisspeptina-ir no ARC foi menor em ratas OVX+E2 em comparagdo as OVX.
De forma semelhante ao proestro, no entanto, a porcentagem de neurdnios kisspeptina-
ir expressando c-Fos foi aumentada em ratas OVX+E2 as 18:00 h. Esta ativagéo
neuronal e o pico de LH, foram bloqueados pelo anti-estrégeno tamoxifen. Além disso,
a ativacdo de neurdnios Kkisspeptinérgicos em ratas OVX+E2 foi diretamente
correlacionada com a atividade do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) e
inversamente correlacionada com a expressao de tirosina hidroxilase fosforilada
(S*pTH) na eminéncia mediana, utilizada como indice de atividade dos neurdnios TIDA.
Os efeitos de E2 na expressao dos genes KNDy no ARC foram determinados utilizando-

se a reacao de transcrigdo reversa em cadeia de polimerase (RT-PCR tempo real). O



E2 inibiu a expressdo de Kissl e ndo teve efeito sobre o0 RNAmM de Nkb. Em
contrapartida, ratas OVX+E2 apresentaram um aumento do RNAm de prodinorfina
(Pdyn) as 18:00 h, coincidindo com os picos de LH e PRL induzidos por E2. Em um
experimento adicional, utilizamos ratas transgénicas que expressam Cre-recombinase
sob o controle do promotor da TH, para preencher os corpos celulares e dendritos de
neurbnios TIDA com GFP, permitindo a investigacdo de aposi¢cdes de dinorfina e
kisspeptina nessas células. As ratas OVX+E2 exibiram maior nimero de neurdnios
dinorfina-ir no ARC, em oposicdo ao menor niumero de células kisspeptina-ir. O E2
também aumentou o numero de aposi¢Bes dinorfina- ir no soma e dendritos de
neurdnios TIDA, enquanto diminuiu as aposi¢des kisspeptina-ir. Assim, fornecemos
evidéncias de um efeito dual do E2 sobre os neurénios KNDy. O E2 reduz a expressao
de kisspeptina como parte do efeito de retroalimentacdo negativa sobre a secrecéo de
LH. Concomitantemente, induz um aumento na atividade de neurénios KNDy durante a
tarde, maior expressado de dinorfina e aumento dos contatos de dinorfina em neurénios
TIDA. Estes achados revelam um mecanismo pelo qual os neurénios KNDy devem

controlar a secrecao de PRL induzida por E2.



ABSTRACT
Kisspeptin, neurokinin and dynorphin (KNDy) neurons in the arcuate nucleus (ARC) are
implicated in luteinizing hormone (LH) pulsatility. Previous evidence has also shown that
KNDy neurons have extensive projections onto tuberoinfundibular dopaminergic (TIDA)
neurons that are involved in prolactin (PRL) secretion. In rodents, estradiol (E2) induces
concurrent preovulatory surges of LH and PRL. We aimed to test the hypothesis that
KNDy neurons are major player in regulating this release of PRL. The activity of KNDy
neurons was evaluated using double-label immunohistochemistry to c-Fos and
kisspeptin in the ARC. The number of kisspeptin-immunoreactive (ir) neurons was lower
on proestrus and estrus compared with diestrus. Nevertheless, the percentage of
Kisspeptin-ir neurons expressing c-Fos was increased on proestrous afternoon by the
time of LH and PRL surges, confirmed using two anti-c-Fos antibodies. Male rats, in turn,
displayed fewer kisspeptin-ir neurons in the ARC than diestrous females with unchanged
coexpression of c-Fos during the day. The effects of E2 were evaluated in the positive-
feedback model of ovariectomized (OVX) rats treated with E2 (OVX+E2). The number of
kisspeptin-ir neurons in the ARC was reduced in OVX+E2 compared with OVX rats.
Similarly to proestrus, however, the percentage of kisspeptin-ir neurons expressing c-
Fos was increased in OVX+E2 rats at 18:00 h. This response, as well as the LH surge,
was blocked by the anti-estrogen tamoxifen. Moreover, the activation of kisspeptin
neurons in OVX+E2 rats was positively correlated with the activity of gonadotropin-
releasing hormone (GnRH) neurons and inversely correlated with the expression of
phosphorylated tyrosine hydroxylase (S*pTH) in the median eminence, used as an
index of TIDA neuron activity. The effects of E2 on expression of KNDy genes in the
ARC were determined using qPCR. E2 inhibited the expression of Kiss1l and had no
effect on Nkb mRNA. In contrast, OVX+E2 rats displayed an increased expression of
prodynorphin (Pdyn) mRNA at 18:00 h, coinciding with the E2-induced LH and PRL
surges. We then used transgenic rats expressing Cre-recombinase under the TH

promoter to fill the cell bodies and dendrites of TIDA neurons with GFP, allowing



investigation of dynorphin and kisspeptin inputs onto these cells. OVX+E2 rats displayed
more dynorphin-ir neurons in the ARC in opposition to less kisspeptin-ir cells. E2 also
increased the number of dynorphin inputs on the soma and dendrites of TIDA neurons
whereas decreased the kisspeptin ones. Thus, we provide evidence of a dual effect of
E2 on the regulation of KNDy neurons. E2 reduces kisspeptin expression as part of the
negative-feedback effect on LH. Concurrently, E2 induces an afternoon rise in the activity
of KNDy neurons, higher expression of dynorphin and increased dynorphin inputs on
TIDA neurons. These findings reveal a novel mechanism through which KNDy neurons

may control the E2-induced PRL secretion.
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1. REVISAO DE LITERATURA
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1.1. Regulacéo do eixo hipotalamo -pituitaria -gonadal (HPG) pelos esteroides

ovarianos

O hormonio liberador das gonadotrofinas (GnRH) é responsavel pela producao e
secrecdo de gonadotrofinas de origem hipofisaria, e constitui uma via neuronal central
no controle da reproducdo em todas as espécies de mamiferos. A distribuicdo dos
neurénios GnRH varia de acordo com a espéce. Em roedores, a maior densidade de
neurdnios GnRH localiza-se entre a banda diagonal de Broca e a porgéao rostral da area
predptica (APO) (Kawano & Daikoku, 1981), enquanto que em humanos estdo
localizados no hipotalamo médio- basal (King & Anthony, 1984). O GnRH é um
decapeptideo sintetizado em neurbnios hipotalamicos e liberado junto aos capilares do
sistema porta-hipofisario na eminéncia mediana (EM), levando a sintese e liberacdo de
hormdnio luteinizante (LH) e horménio foliculo estimulante (FSH) pela adenohipofise
(Herbison, 2006; Christian & Moenter, 2010). A secre¢do pulsatil de GnRH é necessaria
para manutencéo da fertilidade, uma vez que a administracdo continua desse horménio
causa reducgédo da atividade da adenohipdfise e consequente infertilidade (Belchetz et
al., 1978). As gonadotrofinas ativam a gametogénese e a sintese de esteroides pelas
gbnodas. Estes esteroides sdo capazes de regular sua prépria secrecao através de
algcas de retroalimentacdo, modulando assim a funcdo dos neurénios GnRH, bem como

a resposta da adenohipéfise ao GnRH.

Na maior parte do ciclo reprodutivo de mamiferos, o estradiol (E2) atua via
retroalimentacdo negativa ao nivel hipotalamico para reduzir a amplitude e frequéncia
do pulso de GnRH e consequentemente a secrec¢ao de LH pela adenohipdéfise (Shupnik,
1996b, a). Em roedores, a fase do proestro é caracterizada pelos maiores niveis
circulantes de E2, e, através do mecanismo de retroalimentagéo positiva, o E2 estimula
a secrec¢éo de GnRH culminando no pico de LH e ovulacdo. Entretanto, os mecanismos
neurobiol6gicos da alteracdo de retroalimentacdo negativa para retroalimentacao

positiva exercidos pelo E2 ndo sdo totalmente conhecidos. No momento da ocorréncia
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do pico pré ovulatério de LH, ha maior ativacdo dos neurdénios GnRH, vista a partir da
expressao do gene c -Fos, um marcador de atividade neuronal (Hoffman et al., 1993a),
0 que comprova o envolvimento desses neurdnios no controle central da reproducéo. E
descrita a existéncia de um padrdo circadiano que regula a ovulacdo em muitas
espécies de mamiferos, com destaque em roedores e possivel influéncia também em
humanos (Kerdelhue et al., 2002; Mahoney et al., 2004). Esse mecanismo circadiano é
controlado pelo nucleo supraquiasmatico que em ratos e camundongos é responsavel

pela sincronizacdo do comportamento sexual, pico de LH e ovulacéo (Herbison, 2008).

Os mecanismos de feedback exercidos pelo E2 sobre a secrecdo de gonadotrofinas
ocorrem principalmente via ativagao do receptor classico para estrégeno (ER) do tipo a
(ERa). Camundongos Knockout para ERa sao inférteis, pois sdo incapazes de promover
a génese do pico de LH, ao passo que em camundongos Knockout para o subtipo B
(ERP) o pico de LH induzido pelo E2 ocorre normalmente (Wintermantel et al., 2006).
Vale notar ainda que, para ocorréncia do feedback negativo do E2 também depende de
ERa, embora nesse caso a ativacao do receptor ndo demande transcricdo génica via

ativacdo de elemento responsivo ao estrogeno (Glidewell-Kenney et al., 2007).

O tamoxifen € um modulador seletivo de ER e exerce efeitos estrogénicos ou anti -
estrogénicos mistos dependendo do tecido -alvo, por meio da ligagédo a ERa ou ERp
(Riggs & Hartmann, 2003). Apesar das acdes mistas exercidas pelo tamoxifen em
diferentes tecidos, esta droga é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica,
propriedade esta extremamente Gtil em relagéo a outros anti -estrégenos puros, os quais
ndo possuem esta caracteristica (Yin et al., 2002). Adicionalmente, o tamoxifen é
amplamente utilizado na medicina no tratamento e prevencdo de cancer de mama
dependente de E2 (Sainsbury, 2013). No entanto, o tamoxifen pode exercer acdes
estrogénicas no 0sso e também no utero (Riggs & Hartmann, 2003). Relatos

demonstraram que o tratamento com tamoxifen causa reducéo na secrec¢éo de LH, bem

como de prolactina (PRL) em ratas (Jordan et al., 1975; Donath & Nishino, 1998; Del
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Bianco-Borges & Franci, 2015). Recentemente, dados do nosso grupo revelaram que o
tamoxifen atua como antagonista de ER no hipotalamo, uma vez que inibiu os efeitos
neurais do feedback positivo do E2, acarretanto na reducdo da secrecdo de LH e
também de PRL (Aquino et al., 2016). Logo, essas evidéncias denotam a importancia

do ER no controle da secrecéo das gonadotrofinas exercido pelo E2.

Sabidamente, os neurbénios GNnRH expressam somente ER em roedores (Herbison
& Pape, 2001), enquanto as ac¢bes do E2 sobre o eixo reprodutivo parecem ser
principalmente via ERa (Glidewell-Kenney et al., 2007). Isso indica que as acdes do E2
sobre os neurénios GnRH devem ocorrer indiretamente, via neurdnios intermediarios,

que expressem a isoforma ERa.

1.2. Kisspeptina (Kp): regulador -chave do eixo HPG

No final da década de 1990, cientistas norte -americanos descreveram a existéncia
de uma familia de neuropeptideos originarios da expressao do gene Kiss, localizado no
cromossomo 1 e, entdo, denominado Kissl (Lee et al., 1996). A sua expressao foi
observada inicialmente em células tumorais, nas quais apresentava a propriedade de
suprimir metastase, portanto, o peptideo codificado por este gene foi inicialmente
denominado metastina (Lee et al.,, 1996; Lee & Welch, 1997). Posteriormente, a
expressao do gene Kissl foi também determinada na placenta bem como em outros
tecidos, incluindo o sistema nervoso central (Muir et al., 2001; Ohtaki et al., 2001; Mead

et al., 2007).

O gene Kiss1 codifica uma proteina composta por 145 aminoacidos biologicamente
inativa, que € clivada proteoliticamente para produzir fragmentos menores
biologicamente ativos compostos por 54, 14, 13 e 10 aminoéacidos, denominados
coletivamente de kisspeptinas (Kp) (West et al., 1998). Esses neuropeptideos fazem

parte de uma ampla familia denominada de peptideos RF amida, haja vista que os
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peptideos desta familia compartilham uma sequencia comum de arginina-fenilalanina-
NH2 em sua porcao C-terminal, indispensaveis a sua atividade bioldgica (Tsutsui et al.,

2010).

Embora a Kp tenha sido descrita inicialmente pela sua acao inibitéria sobre
células tumorais, ela atua via receptor acoplado a uma proteina G estimulatdria,
inicialmente denominado Gpr-54 (Kotani et al., 2001; Muir et al., 2001; Ohtaki et al.,
2001), o qual mais recentemente foi nomeado Kiss1r (Gottsch et al., 2009a). No sistema
nervoso central, o Kisslr é amplamente expresso no hipotalamo, bem como em regibes
corticais e subcorticais (Lee et al., 1999; Herbison et al., 2010). Recentemente, foi
descrita a expressao deste receptor no nucleo arqueado (ARC) de ratas, principalmente
em neurdnios proopiomelanocortina (POMC) e em menor propor¢do em neurdnios
tuberoinfundibular dopaminérgicos (TIDA) (Higo et al., 2016). Ainda, este receptor é
também encontrado em tecidos periféricos tais como placenta e gonadotrofos
hipofisérios (Muir et al., 2001; Richard et al., 2008; Richard et al., 2009).

A sinalizag&o Kp -Kiss1r é essencial para manutencéo das funcdes reprodutivas em
diferentes espécies (Pinilla et al., 2012). Grupos distintos de pesquisadores relataram
gue mutagbes que causavam perda de funcdo do Kisslr estavam associadas a
ocorréncia de hipogonadismo-hipogonadotréfico em humanos e camundongos,
caracterizado pela deficiéncia na secrecdo de LH e FSH, retardo na maturacdo da
fungéo reprodutiva e infertilidade (de Roux et al., 2003; Funes et al., 2003; Seminara et
al., 2003). Desta forma, aventou-se que a sinalizacdo Kp -Kissl1r seria essencial para o
aumento da secrecdo de gonadotrofinas durante a puberdade e o estabelecimento da

fungéo reprodutiva em mamiferos (d'Anglemont de Tassigny & Colledge, 2010).

A Kp exerce potente efeito estimulatério sobre a liberacdo de LH em diversas
espécies (Gottsch et al., 2004; Dhillo et al., 2005; Navarro et al., 2005; Shahab et al.,
2005), sendo considerada um regulador -chave do eixo HPG. Sabidamente, os

neurdnios kisspeptinérgicos enviam projecdes para os neurdnios GnRH e experimentos
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demonstraram que a administracdo central ou periférica de Kp exerce um potente efeito
estimulatério sobre a secrecado de gonadotrofinas em roedores (Gottsch et al., 2004;
Irwig et al., 2004; Navarro et al., 2004; Navarro et al., 2005). Observacdes similares
foram feitas em ovelhas (Smith et al., 2009), macacos (Shahab et al., 2005) e humanos
(Dhillo et al., 2005). Nesse sentido, foi demonstrado que os neurénios GnRH expressam
Kisslr e sdo altamente responsivos a Kp (Irwig et al., 2004; Han et al., 2005; Messager,

2005; Messager et al., 2005).

Assim como a distribuicdo de neurbnios GnRH, a distribuicdo dos neurénios
kisspeptinérgicos no hipotadlamo varia de acordo com a espécie. Em roedores, estes
neurbnios estdo localizados majoritariamente no nicleo anteroventral periventricular
(AVPV) da APO e no nucleo ARC do hipotalamo (Gottsch et al., 2004; Clarkson et al.,
2009). A populacéo de neurdnios kisspeptinérgicos do AVPV é sexualmente dimorfica,
sendo maior em fémeas do que em machos, ao passo que 0 mesmo parece nao ocorrer
no nucleo ARC (Kauffman et al., 2007; Xu et al., 2012). Em oposicdo aos neurbnios
GnRH, as duas populacdes de neurdnios kisspeptinérgicos expressam tanto ERa
quanto ERB (Smith et al., 2005a), o que os torna importantes candidatos ao papel de
interneurdnios na via de ativagdo dos neurénios GnRH pelo E2. Entretanto, o E2 atua
de maneira diferenciada nesses dois nucleos, pois estimula a expressao de Kissl no
AVPV e a inibe no ARC (Kauffman et al., 2007; Gottsch et al., 2009b). Essa regulagéo
diferencial tem sido o fator determinante na hip6tese vigente que propde duas
populacdes funcionalmente distintas de neurbnios kisspeptinérgicos em relacao aos
efeitos dos esteroides ovarianos no controle da secrecdo de LH, i.e., neurbnios do
AVPV, envolvidos no mecanismo de feedback positivo, e neurénios do ARC, envolvidos
no mecanismo de feedback negativo (Pinilla et al., 2012). De fato, uma importante
participacao dos neurdnios do AVPV na génese do pico de LH induzido pelos esteroides
ovarianos, responsavel pela deflagracao da ovulacao em fémeas tem sido demonstrada

(Smith et al., 2006; Clarkson et al., 2008). Por outro lado, como discutido adiante, existe
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ainda grande controvérsia na literatura quanto a regulacdo dos neurdnios

kisspeptinérgicos do ARC.

1.3. Neurbnios KNDy e a regulacdo da secre¢do de gonadotrofinas

Ao contrario dos neurbnios kisspeptinérgicos do AVPYV, os neurdnios do ARC de
diversas espécies de mamiferos co -expressam trés neuropeptideos: Kp, Neurocinina B
(NKB) e Dinorfina (Dyn) A, e, desta forma, receberam a denominacdo de neurdnios
KNDy (Goodman et al., 2007; Navarro et al., 2009; Lehman et al., 2010; Wakabayashi
et al., 2010). Kp e NKB também colocalizam -se no nucleo infundibular em humanos,
que é um nucleo correspondente ao nicleo ARC de roedores (Rance, 2009), entretanto,
a co -expressdo de Dyn nestes neurdnios ainda ndo foi demonstrada em humanos
(Hrabovszky et al., 2012; Skrapits et al.,, 2015). Observa¢cbes neuroanatdbmicas
identificaram que esses neurdnios apresentam alto grau de colocalizagdo com receptor
de progesterona (PR) (Foradori et al., 2002), receptor de androgenos (AR) (Smith et al.,

2005b) e também ERa (Smith et al., 2005a; Franceschini et al., 2006).

Fibras kisspeptinérgicas projetam-se aos neurénios GnRH em diferentes espécies
de mamiferos como ovelhas, ratos, camundongos, macacos e humanos (Kinoshita et
al., 2005; Ciofi et al., 2006; Clarkson & Herbison, 2006). Podem ocorrer aposi¢des entre
neurdnios KNDy e neurbnios GnRH tanto na APO, onde estéo os corpos celulares de
neurbnios GnRH, quanto nos terminais dos GnRH localizados na EM. Entretanto,
enquanto em ovinos ha descricao de contatos de fibras KNDy com os corpos celulares
dos neurbnios GnRH (Cernea et al., 2015), em roedores, evidéncias indicam que 0s
neurdnios KNDy se projetam principalmente para os terminais de neurdnios GnRH na
EM (True et al., 2011; Yip et al., 2015), onde a Kp é capaz de estimular a atividade
elétrica dos neurénios GnRH (d'Anglemont et al., 2008; Glanowska & Moenter, 2015).
Assim, essas evidéncias sugerem que 0s neurdnios kisspeptinérgicos tanto do AVPV

quanto do ARC podem influenciar a atividade dos neurdnios GnRH atuando diretamente

20



ao nivel do corpo celular e/ou terminais neurosecretdrios na EM. Entretanto, as funcdes
fisioldégicas dos neurénios KNDy séo ainda pouco conhecidas. H& evidéncias de que
eles sejam importantes no controle da secrecao pulsétil de LH em diversas espécies de
mamiferos (Navarro et al., 2009; Jayasena et al., 2014; Han et al., 2015), mas também
parecem estar envolvidos na regulacdo de neurotransmissores ndo diretamente
relacionados aos neurbnios GnRH, tais como a dopamina e neuropeptidios do nicleo

ARC (Backholer et al., 2010; Fu & van den Pol, 2010; Szawka et al., 2010).

As taquicininas sdo uma familia de neuropeptideos, as quais incluem entre outros
peptideos, a substancia P, neurocinina A (NKA) e a NKB. A substancia P e a NKA séo
neurotransmissores excitatérios do sistema nervoso periférico envolvidos em diversas
funcbes fisiologicas e processos fisiopatoldgicos, tais como processamento da dor e
inflamacdo nos tecidos periféricos, hematopoiese, tromboembolismo venoso,
tendinopatia, etc (Onaga, 2014). Estes neuropeptideos parecem estar envolvidos
também no controle central da reproducao, ja que sao capazes de ativar os neurdnios
kisspeptinérgicos em camundongos machos (de Croft et al., 2013). Entretanto, esta
acao sobre os neurdnios kisspeptinérgicos nao foi descrita em fémeas. Por sua vez, a
NKB é um dos neuropeptideos co -expressos nos neurénios KNDy e possui importante
funcdo na regulagdo da secrecdo de gonadotrofinas em mamiferos (Rance, 2009;
Rance et al., 2010; Goodman et al., 2013). A NKB é a Unica taquicinina sintetizada a
partir da preprotaquicinina-B e o gene precursor dessa proteina € nomeado TAC3 em
humanos e Tac3 ou Tac2 em primatas nédo -humanos (Rance et al., 2010) o qual devido
a variabilidade nomenclaturas denominaremos de Nkb neste trabalho. A NKB exerce
suas fungdes preferencialmente por meio da ligagédo ao receptor NK3R, codificado pelo
gene TAC3R (Almeida et al., 2004). Em roedores, o NK3R é expresso tanto nos
neurdnios KNDy quanto nos terminais dos neurdnios GnRH localizados na EM

(Krajewski et al., 2005; Burke et al., 2006; Navarro et al., 2009).

De maneira similar & Kp, a NKB tem emergido como importante regulador do
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controle central da funcao reprodutiva. Pesquisadores descreveram que mutacdes nos
genes que codificam a NKB ou seu receptor causam hipogonadismo hipogonadotréfico
e infertilidade em humanos (Topaloglu et al., 2009). Efeitos transitérios de perda de
funcéo reprodutiva foram identificados em camundongos com muta¢des no gene Tac3r
(Yang et al., 2012). Todavia, ha trabalhos que descrevem tanto uma acao estimulatéria
da NKB sobre a secrecdo de LH em ratos, ovelhas e macacos (Billings et al., 2010;
Navarro et al., 2011) quanto uma acao inibitoria (Navarro et al., 2009; Kinsey-Jones et
al., 2012), o que torna bastante contraditéria a funcdo desse neuropeptideo na
regulacdo da secrec¢do de LH. Importante notar, entretanto, que o efeito da NKB sobre
a secrecao de LH é modulado pelos esteroides sexuais e parece depender da presenca

de Kp/Kisslr (Navarro et al., 2015).

O outro neuropeptideo co -expresso nos neurénios KNDy é a Dyn A, que é um
opiode enddgeno originaria da expressao do gene prodinorfina (Pdyn), o qual codifica
também Dyn B e endorfina (Zamir et al., 1984b). Estes peptideos participam da
regulagcdo de diversas funcgbes fisiologicas, tais como reproducdo, regulacdo
cardiovascular, balanco hidrico e termorregulacao (Smith & Gallo, 1997; Naqvi et al.,
1998; Goodman et al., 2004). As Dyn A e B séo diferenciadas entre si pela quantidade
de aminoacidos, sendo a primeira um fragmento biologicamente ativo com menor
comprimento (Zamir et al., 1984b). Este neuropeptideo esta expresso em diversas
regides cerebrais (Weber et al.,, 1982a; Weber et al., 1982b; Zamir et al., 1984a),
incluindo o nacleo ARC, onde residem os neurénios KNDy (Lehman et al., 2010). A Dyn
A atua no eixo reprodutivo inibindo a secrecdo de LH, através da ligacéo preferencial
aos receptores k -opioides (KOR) (Chavkin et al., 1982), os quais também sdo expressos
nos neurénios KNDy (Navarro et al., 2009). O bloqueio da sinalizacdo Dyn /KOR, por
meio da utilizacdo de nor-binaltorphimine (nor-BNI), antagonista de KOR, gera um
aumento da amplitude e da frequéncia dos pulsos de LH em ovelhas (Goodman et al.,

2004), durante a gestacdo de ratas (Gallo, 1990; Zhen & Gallo, 1992) e também
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promove a antecipa¢do da puberdade em ratas (Nakahara et al., 2013). As conecc¢des
entre Dyn e neur6nios GnRH foram visualizadas no hipotalamo médio -basal e APO de
ovelhas (Goodman et al., 2004) e de humanos (Dahl et al., 2009). Porém, em roedores,
0 contato sinaptico entre Dyn e neurdénios GnRH ocorre somente na EM (True et al.,
2011). A expressao de KOR em neurdnios GnRH varia de acordo com a espécie. Em
roedores, nao foi encontrada a expressdo de KOR nos terminais dos neurénios GnRH
(Mitchell et al., 1997; Sannella & Petersen, 1997), enquanto que em ovinos foi descrita
recentemente a expresséo de KOR nestes neurdnios (Weems et al., 2016).

Desde a década de 1980, varios estudos demonstraram a potente acdo
estimulatéria dos opioides enddgenos, dentre eles a Dyn, sobre a secre¢édo de PRL em
diferentes espécies de mamiferos (Van Vugt et al., 1981; Leadem & Kalra, 1985; Gilbeau
et al., 1986; Bero et al., 1987; Petraglia et al., 1987). Sabidamente, os terminais da Dyn
estdo préximos aos neurbnios TIDA no ARC (Fitzsimmons et al., 1992), regido onde é
descrita a expressdo de KOR (Mansour et al., 1994; Stathopoulos et al., 2016) e
secretam dopamina (Ben-Jonathan et al., 1977), neurotransmissor inibitério da via de
secrecdo da PRL. Desse modo, os opiodes enddgenos, dentre eles a Dyn, reduz a
liberagdo dopamina, via inibigdo dos neurdnios TIDA, o que resulta no aumento da
secrecdo de PRL. A gestagéo e a lactacdo sé@o condigBes fisioldégicas conhecidas em
que a Dyn reduz a atividade dos neurbnios TIDA, o que possibilita o aumento da
secrecdo de PRL em ratas (Hou & Voogt, 1999; Andrews & Grattan, 2003; Zhang et al.,
2004). Portanto, a Kp, NKB e a Dyn A devem agir de modo integrado no controle da
secrecdo de LH e PRL em mamiferos. Entretanto, € necessario elucidar as vias pelas
guais estes neuropeptideos atuam no controle da reproducéo, e também esclarecer

melhor a regulagao neuroenddcrina dos neurdnios KNDy pelo E2 em ratas.

1.4. Regulacédo da atividade dos neurénios KNDy
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O E2 é reconhecido como um importante regulador da funcao dos neurénios KNDy,
por meio da ligacdo aos receptores ERa expressos nesses neurdnios (Smith et al.,
2005a). Estudos de hibridizacao in situ de diferentes grupos demonstraram que o E2
reduz os niveis de RNAm do gene Kissl no ARC de roedores machos e fémeas (Smith
et al., 2005a; Smith et al., 2005b; Kauffman et al., 2007), o que sugere o envolvimento
do nucleo ARC no controle da secrec¢éo pulsatil das gonadotrofinas e sitio de feedback
negativo do E2. Sabe-se que a injecdo do antagonista de Kp intra-ARC inibe a secrecao
pulsétil de LH (Li et al., 2009) e que a ativacdo optogenética dos neurdnios KNDy
promove a secrecao pulsétil de LH de forma dependente de Kisslr (Han et al., 2015).
Entretanto, os achados sdo conflitantes quanto ao efeito do E2 sobre a expresséo do
peptideo, sendo observados tanto diminuicdo (Araujo-Lopes et al., 2014) quanto
aumento (Brock & Bakker, 2013) da expressdo de Kp em fémeas tratadas com E2. E
provavel que tais controvérsias estejam relacionadas a dificil interpretacdo dos
resultados de variacdo da imunorreatividade a peptideos no sistema nervoso central.
Assim um aumento da expressao de Kp pode significar uma maior producédo do peptideo
ou, por outro lado, inibi¢cdo da sua liberacdo sinaptica.

A participacdo dos neurénios KNDy na génese do pico de LH induzido pelo E2
permanece controversa na literatura. Foi descrito que durante a tarde de proestro,
momento que ocorre 0 pico pré- ovulatério de LH, ratas apresentaram um aumento na
atividade dos neurbnios KNDy, determinada pela maior expressdo de c -Fos em
neurdnios kisspeptinérgicos. Desse modo, os neurdnios KNDy se projetam para a APO,
sitio do feedback positivo do E2, estimulando assim a liberacdo de Kp e
consequentemente o pico das gonadotrofinas (Kinoshita et al., 2005). Em contrapartida,
foi descrito uma acdo estimulatéria do E2 sobre a atividade dos neurdnios
kisspeptinérgicos somente no AVPV de ratas e essa ativagdo foi temporalmente
associada ao pico pré- ovulatério de LH (Smith et al., 2006). Desta forma o papel destes

neurdnios no feedback positvo do E2 permanece ainda controverso.
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Interessantemente, em ovelhas, os neurdnios KNDy parecem estar envolvidos na
mediacao dos efeitos do E2 tanto inibitérios quanto estimulatérios sobre a secrecao de
LH (Merkley et al., 2012).

Assim como 0s neurdnios kisspeptinérgicos, os neurénios NKB também expressam
receptor para ERa em ratos (Burke et al., 2006), ovelhas (Goubillon et al., 2000) e
humanos (Rance & Young, 1991), o que indica que o0 E2 pode atuar diretamente sobre
a regulacéo da expressao deste neuropeptideo. Estudos em ratos tém documentado a
modulagdo da expressédo de Nkb pelo E2 durante o ciclo estral (Rance & Bruce, 1994).
Adicionalmente, a ovariectomia aumenta a expressdo de Nkb no ARC de macacos
(Sandoval-Guzman & Rance, 2004) e camundongos (Kauffman et al., 2009; Navarro et
al., 2009), enquanto que a reposicdo com E2 reduz a expressdo desse gene em
diferentes espécies, inclusive em mulheres apds a menopausa (Rance & Bruce, 1994;
Abel et al., 1999; Pillon et al., 2003; Navarro et al., 2009; Rance, 2009). Entretanto o
efeito supressor do E2 sobre a expressdo de Nkb parece depender dos niveis
circulantes deste hormonio, uma vez que em camundongos foi demonstrado efeito para
altas doses, mas ndo baixas doses de E2 (Gill et al., 2012). A supressdo da expressao
de Nkb pelo E2 ndo ocorre em camundongos Knockout para ERa, o que demonstra a
importancia desse receptor nesse mecanismo (Dellovade & Merchenthaler, 2004).
Ainda, ha evidéncias da existéncia de dimorfismo sexual dos neurénios NKB em ovelhas
(Goubillon et al., 2000), ratos (Ciofi et al., 2006; Overgaard et al., 2014) e camundongos
(Kauffman et al., 2009). Em ratos, h& densas projecdes dos neurdnios NKB para os
vasos sanguineos na EM em machos, ao passo que essas redes sao mais difusas em
fémeas (Ciofi et al., 2006). Em camundongos fémeas pré- puberes, foi observado um
aumento na expressao génica de Nkb apos a gonadectomia, porém em machos essa
resposta somente ocorreu apos o inicio da puberdade (Dellovade & Merchenthaler,
2004).

Assim como o E2, a progesterona possui uma importante participacdo no
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mecanismo de feedback negativo. Varios estudos apontam a Dyn A como
neuropeptideo responsavel por mediar os efeitos inibitérios da progesterona sobre a
secrecdo de gonadotrofinas, principalmente em ovelhas e primatas (Karsch, 1987;
Goodman et al., 2004), o que € coerente com o fato de os neurénios KNDy expressarem
PR (Foradori et al.,, 2002). A acdo do E2 sobre a expressdo de Dyn A é bastante
controversa. Em ovelhas castradas, onde niveis plasmaticos de E2 e progesterona sao
sabidamente baixos, ha uma redugdo do RNAm de Pdyn no ARC, os quais ndo sao
restaurados pelo tratamento apenas com progesterona (Foradori et al., 2005). De forma
correlata, a expressado de Pdyn em mulheres apds a menopausa é reduzida no nucleo
infundibular (Rometo & Rance, 2008). Em camundongos, as expressdes génicas de
Prodyn e de KOR parecem ser inibidas pelos esteroides ovarianos no ARC (Gottsch et
al., 2009b; Navarro et al., 2009), porém ainda é necesséario elucidar melhor esse efeito

em ratos.

Estudos recentes demonstraram que a lesdo dos neuronios KNDy promove um
aumento da amplitude do pico de LH induzido pelo E2 em ratas (Helena et al., 2015;
Mittelman-Smith et al., 2016). KOR s&o expressos na APO (Mansour et al., 1988) mas
aparentemente ndo em neurénios GnRH (Mitchell et al., 1997) e a lesdo dos neurdnios
KNDy aumentou a expressao de Kp na APO (Helena et al., 2015). Estes trabalhos
fornecem importantes evidéncias da acéo inibitéria da Dyn A sobre a secrecao de LH
em ratas, uma vez que apos a lesdo desses neurdnios supostamente reduziu o input de
Dyn no AVPV, onde residem os neurénios kisspeptinérgicos responsaveis pelo pico das
gonadotrofinas. Além disso, a lesdo dos neurbnios KNDy causou hipogonadismo
hipogonadotréfico em ratas, caracterizado por baixos niveis plasmaticos de LH,
aciclicidade, atrofia uterina e ovariana (Mittelman-Smith et al., 2016). Portanto, os
neurdnios KNDy exercem importantes a¢gfes no controle da reproducéo e séo cruciais

para a secrecao ténica de LH e ciclicidade estral em ratas.
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1.5. PRL: papel nareproducéo e regulacdo neuroendécrina da sua secregao

A PRL é um horménio polipeptidico secretado pelos lactotrofos adenohipofiséarios,
sendo reconhecida inicialmente pelo seu papel na estimulacdo do desenvolvimento da
glandula mamaria e inducdo da lactacdo em coelhas (Riddle et al., 1933). No sistema
reprodutor feminino, a PRL € responsavel por regular funcdes ovarianas como a
esteroidogénese e a formacdo do corpo lateo, além de modular a expressdo dos
receptores para LH e a acédo das gonadotrofinas (Kelly et al., 1991). Em machos, a PRL
estimula a atividade normal de glandulas secretoras, como a préstata (Costello &
Franklin, 1994), e parece estar envolvida na manutengdo da morfologia celular dos
testiculos (Nag et al., 1981) e do numero de receptores para LH nas células de Leydig

(Dombrowicz et al., 1992).

Os niveis circulantes de PRL aumentam em resposta a diversos fatores
estimulatorios, tais como, o estimulo de sucgdo do mamilo durante a lactacéo (Terkel et
al., 1972), diversos estimulos estressores (Gala, 1990), niveis circulantes de esteroides
ovarianos (Neill, 1972) e a estimulag&o do cérvix uterino durante a copula (Smith et al.,
1976). A maioria das agOes biologicas da PRL no eixo reprodutivo se d4 mediante
ativacdo de receptores para PRL (PRL-R). A expressdo de RNAm para PRL-R no
cérebro de ratas aumenta durante as fases de proestro e estro, concomitantemente ao
aumento da secrecdo de PRL. A ovariectomia reduz, enquanto o tratamento com E2
aumenta a expressao desses receptores no cérebro, o que indica a¢do estimulatéria do

E2 sobre a secrecéo de PRL, bem como seu receptor (Sugiyama et al., 1994).

A mutagdo deletéria do PRL-R em camundongos bloqueia a secre¢do de
progesterona pelo corpo ldteo e, consequentemente a implantacdo do embrido,
causando infertilidade (Grosdemouge et al., 2003). Por outro lado, a hiperprolactinemia,
condicdo caracterizada por secrecdo cronicamente elevada de PRL, € uma das
principais causas de infertilidade tanto em mulheres quanto em homens (Molitch, 2010).

A etiologia de hiperprolactinemia pode ser fisiologica, farmacoldgica ou patologica. As
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causas fisioldgicas incluem estresse crbnico, gestacao e lactacdo. A hiperprolactinemia
farmacologica resulta da utilizacdo de drogas antipsicéticas ou antidepressivas,
enquanto as condicBes patoldgicas incluem principalmente tumores hipotalamicos e
hipofisérios.

A secrecdo de PRL é tonicamente inibida pela dopamina liberada por neurdnios
hipotalamicos, reconhecidamente o mais importante horménio regulador da secrecéo
de PRL (Ben-Jonathan et al., 1977). A dopamina esta presente em altas concentracdes
tanto na EM (Fuxe, 1965), quanto no plasma do sistema porta -hipofisario (Ben-
Jonathan et al., 1977; Gibbs & Neill, 1978). A dopamina exerce suas func¢des inibitérias
através da ligagéo aos receptores de dopamina do tipo D2 localizados nos lactotorofos
adenohipofisarios (Meador-Woodruff et al., 1989). Trés populacdes distintas de
neurénios, de acordo com a localizagdo anatdbmica dos corpos celulares e seus
respectivos terminais, fornecem dopamina a adenohipéfise. Os neurdnios TIDA, estao
localizados na porgcédo dorsomedial do ARC e projetam-se para a zona externa da EM
(Kawano & Daikoku, 1987); os neurbnios do sistema tuberohipofiseal dopaminérgico
(THDA), localizados no ARC rostral, com projecdes para os lobos intermediario e neural
da hipdéfise (Holzbauer & Racke, 1985), e os neurbnios do sistema periventricular
hipofiseal dopaminérgico (PHDA), que estdo localizados no nucleo periventricular do
hipotdlamo e projetam-se exclusivamente para o lobo intermediario (Goudreau et al.,
1995).

Os neurdnios TIDA expressam PRL-R e sdo os principais fornecedores de
dopamina a adenohipéfise. Com efeito, a PRL se liga a estes receptores, 0 que ativa a
cascata de sinalizag&o intracelular nestes neurénios (Brown et al., 2010). Dessa forma,
a PRL é capaz de regular sua prépria secrecao por um mecanismo de feedback negativo
de al¢a curta, que aumenta a atividade dos neurdnios TIDA (Ben-Jonathan & Hnasko,

2001).

28



O mecanismo envolvido no efeito da PRL sobre a liberacéo de LH é ainda pouco
conhecido, mas aparentemente envolve a supressao da liberacdo de GnRH (Bouchard
et al., 1985; Sarkar & Yen, 1985). Todavia, apenas uma pequena fracdo dos neurdnios
GnRH apresenta PRL-R (Kokay et al., 2011). Assim é provavel que este efeito inibitério
da PRL ocorra através da modulacdo de neurdnios aferentes aos neurbnios GnRH,

como por exemplo, via inibicdo dos neurdnios KNDy (Araujo-Lopes et al., 2014).

1.6. Envolvimento dos neurdnios KNDy no controle da secrecéo de PRL

Além do seu papel no controle da secrecdo das gonadotrofinas, os neurdnios
KNDy parecem participar também da regulacdo da secrecdo de PRL. E sabido que
terminais dinorfinérgicos contraem sinapse com neurénios TIDA em ratos (Fitzsimmons
et al., 1992) e camundongos (Zhang & van den Pol, 2015), sendo esta via
funcionalmente relevante para o controle da secrecdo de PRL (Arbogast & Voogt, 1998;
Andrews & Grattan, 2003; Tavakoli-Nezhad & Arbogast, 2010). Durante a lactacdo ha
uma reducdo da expressdo de Kissl no ARC, mas ndo no AVPV, periodo que
caracteriza -se por alta secrecdo de PRL (Yamada et al., 2007; Yamada et al., 2012).
Neste sentido, dados de nosso grupo demonstram que a injecao intracerebroventricular
(icv) de Kp-10 estimula a secrecdo de PRL em ratos machos e fémeas via inibi¢do dos
neurdnios TIDA, os quais apresentam intimo contato com terminais de neurdnios KNDy
(Szawka et al., 2010). Demonstramos ainda que a PRL é capaz de reduzir a expressao
dos neurbénios KNDy, indicando um novo mecanismo de regulacdo destes neurbnios
(Araujo-Lopes et al., 2014). Adicionalmente, a conexdo sinaptica entre terminais dos
neurbnios KNDy e neurbnios TIDA foi, de fato, confirmada através de microscopia
eletrbnica (Sawai et al., 2012). Estudo recente demonstrou que a lesao neuroquimica
parcial da populacdo de neurénios KNDy promoveu reducdo da magnitude do pico de
PRL induzido por E2 em ratas OVX+E2, enquanto este pico de PRL néo foi alterado

pela injec&o icv de nor -BNI, antagonista de KOR (Stathopoulos et al., 2016).
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Assim, considerando-se as lacunas existentes quanto ao papel dos neurdnios
KNDy no controle sa secrecdo de PRL e LH, este trabalho se prop0s a investigar o efeito
do E2 sobre diferentes par@metros da funcédo dos neurdnios KNDy em ratos machos e
fémeas, como possivel mecanismo neuroenddcrino de controle da secre¢cdo hormonal.
Nossa hipétese é que os neurdnios KNDy poderiam mediar os efeitos do E2 sobre a
atividade dos neurdnios TIDA e, desta forma, participar no controle da secrecdo PRL
induzida por E2. As informacdes obtidas sobre a fisiologia destes neurdnios certamente
fornecerado informagdes importantes sobre o controle neuroenddcrino da reproducao, e
poderdo revelar mecanismos com potencial de serem utilizados no controle da

fertilidade.
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2. OBJETIVOS

31



2.1. Objetivo geral

Considerando-se a importancia dos neurénios KNDy no controle da reproducéo,
este trabalho pretendeu investigar a regulacdo hormonal da fun¢céo dos neurénios KNDy
pelo E2, bem como avaliar o papel diferencial da Kp e da Dyn A no controle e secrecao

de PRL em ratas.

2.2. Objetivos especificos
1) Avaliar a expresséo de ¢ -Fos em neurdnios KNDy durante o ciclo estral da rata;
2) Avaliar a possivel existéncia de diferenca sexual na expressdo de c -Fos em
neurénios KNDy em ratos;
3) Avaliar o efeito do E2 sobre a expressao de c -Fos em neurdnios KNDy, GnRH e
atividade dos neurdnios TIDA no modelo de ratas OVX e OVX+EZ2;
4) Avaliar a participacdo do ER na ativagédo dos neurénios KNDy induzida por E2;
5) Avaliar os niveis do RNAm de Kiss1, Nkb e Pdyn no ARC de ratas OVX+E2 ao longo

do dia, e correlaciona-los com a variagdo nas secrecdes de PRL e LH;

6) Avaliar a expressao de Kp e Dyn A em ratas OVX e OVX+E2 TH-Cre por meio de

imunofluorescéncia;

7) Avaliar o efeito do E2 sobre a densidade de inputs Kp e Dyn no soma e dendritos dos
neurdnios TIDA em ratas TH-Cre, ap0s a injecdo de um vetor viral que expressa

Brainbow (proteinas multi- fluorescentes).
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas (2 -3 meses) provenientes do
Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG (CEBIO/UFMG). Os
animais foram mantidos em caixas plasticas em grupos de quatro por caixa (39 x 32 x
17 cm) e mantidos em ambiente de temperatura (22 + 2 °C) e luz (12:00 h claro / 12:00
h escuro; luzes acesas as 06:00 h) controladas, com agua e racdo ad libitum. No
experimento 1, o ciclo estral das ratas foi monitorado através de lavados vaginais diarios
durante 2 semanas e aquelas que apresentaram ciclo estral regular foram perfundidas
nas fases de diestro (D), proestro (P) e estro (E). Nos demais experimentos, somente
as ratas que apresentaram pelo menos 2 ciclos regulares foram OVX. No experimento
4, utilizou-se ratas transgénicas TH-Cre adultas (3-5 meses de idade) onde a transcricdo
da enzima Cre-recombinase € conduzida pelo promotor TH upstream ao gene Cre
(Witten et al., 2011), para estudar os inputs aferentes nos neurdnios TIDA. Estes animais
foram obtidos da Universidade de Stanford, Califérnia, EUA e criados na Unidade de
Recursos Animais Taieri na Universidade de Otago, Dunedin, Nova Zelandia. A linha de
rato foi mantida num fundo heterozigoto por retrocruzamento com ratos Long Evans
wild- type. Os animais foram mantidos em um ambiente com condi¢gdes controladas de
temperatura (22 £ 1 °C) e luz (luzes acesas de 6:00 h as 18:00 h), com agua e racao ad
libitum. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da UFMG Gerais (Protocolo n°: 83/2014) e University of Otago Animal
Ethics Committee. Em todos os experimentos foram estudados 4 -8 animais em cada

grupo experimental.

3.2. Planejamento Experimental

Experimento 1: Avaliacdo da atividade dos neurbnios KNDy em ratas ciclando e ratos

machos
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O ciclo estral de ratas € controlado por uma cascata de eventos neuroenddcrinos
onde ha ativacdo do eixo HPG para o controle da atividade gonadal. Sabe-se que em
ratas ciclando o pico pré-ovulatério de LH ocorre na tarde do proestro e coincide com
um pico de secrecdo de PRL (Smith et al., 1975). Dados contraditorios sao descritos na
literatura no que se refere a ativacdo dos neurénios KNDy no momento da ocorréncia
do pico- pré-ovulatorio de LH (Kinoshita et al., 2005; Smith et al., 2006). O mesmo se da
guanto a existéncia de dimorfismo sexual na populacdo de neurénios KNDy, pois a
avaliacdo dos niveis de RNAm de Kissl sugere ndo haver diferenca entre 0os sexos
(Kauffman et al., 2007), enquanto a expresséao do peptideo para Kp é relatada ser maior
em fémeas do que em machos adultos (Overgaard et al., 2013). Desse modo, este
experimento avaliou o efeito dos esteroides ovarianos sobre a atividade dos neurdnios
KNDy em fémeas ciclando e em machos. Foram utilizadas ratas que apresentaram pelo
menos 2 ciclos regulares consecutivos. As ratas foram perfundidas no periodo da manha
(entre 10:00 e 12:00 h) nos dias de diestro (D; n = 6), proestro (P-10; n = 6), estro (E; n
= 6), e também a tarde (18:00 h) no proestro (P-18; n = 5), momento da ocorréncia dos
picos LH e PRL (Smith et al., 1975; Szawka et al., 2009). Ratos machos foram
perfundidos no periodo da manha (entre 10:00 e 12:00 h; M-10; n = 7) e a tarde (18:00
h; M-18; n = 7). Amostras de sangue foram colhidas por puncéo cardiaca imediatamente
antes da perfusao para dosagem das concentracdes plasmatica de LH por ELISA. O
atero foi removido e pesado como parametro de controle. Os cérebros foram
processados para dupla marcacdo imunohistoquimica de c-Fos (anti-c-Fos Ab-5,
Calbiochem) e Kp ou Fos (anti-Fos K-25, Santa Cruz) e Kp no nucleo ARC. A marcagéo
simples de Kp por imunohistoquimica foi utilizada como indice da expressdo do
peptideo. A dupla -marcacdo com c-Fos ou Fos foi utilizada para avaliar a atividade dos

neurdnios KNDy, fornecendo inferéncia sobre a liberagédo de Kp.
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Experimento 2: Avaliacdo da atividade dos neurbnios KNDy em modelo de ratas
OVX+E2

O E2 é sabidamente importante para regular a funcdo dos neurénios KNDy.
Entretanto, os achados séo conflitantes quanto ao efeito do E2 sobre a expresséao do
peptideo, sendo observados tanto diminuicdo (Araujo-Lopes et al., 2014) quanto
aumento (Brock & Bakker, 2013) da expressao de Kp em fémeas tratadas com E2.
Utilizamos no estudo um modelo de ratas OVX+E2 que reproduz os picos de LH e PRL
induzidos por E2 (Szawka et al., 2009; Aquino et al., 2016). Assim, este experimento
avaliou o efeito do E2 sobre a ativagdo dos neurdnios KNDy e a relacdo desta com a
atividade dos neurdnios GnRH e neurbnios TIDA em ratas. Ratas ovariectomizadas
foram tratadas com 6leo de milho (OVX; n = 8 por grupo) ou E2 (OVX+E2; n = 7 por
grupo), diariamente durante trés dias, e foram perfundidas as 8:00 ou 18:00 h no quarto
dia. Sabe-se que a agéo do E2 sobre a secrecéo pulsatil ou sobre o pico pré-ovulatério
de LH é dependente da ativagado do ERa em neurénios ndo -GnRH (Wintermantel et al.,
2006; Glidewell-Kenney et al., 2007). Assim, para confirmar o envolvimento de ER sobre
a ativagdo dos neurdnios KNDy, um grupo adicional de ratas OVX+E2 foi co-tratado
durante 3 dias com tamoxifen (OVX+E2+TX; n = 8) e perfundido as 18:00 h no quarto
dia. O tamoxifen € um modulador seletivo de ERa e ERB (Riggs & Hartmann, 2003) e
estudos recentes de nosso grupo demonstraram que ele atua como antagonista de ER
no hipotadlamo (Aquino et al., 2016). As concentragcbes plasmaticas de LH foram
determinadas em amostras de sangue obtidas na perfuséo pelo método ELISA. O Utero
foi removido e pesado para controle da eficacia do tratamento de E2. Os cérebros foram
processados para dupla marcagdo imunohistoquimica de c-Fos e Kp no ARC e c-Fos e
GnRH na APO, e marcacéo simples para tirosina hidroxilase (TH) ou TH fosforilada na

serina40 (S*p TH) na EM.
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Experimento 3: Avaliacdo temporal do efeito do E2 sobre a expresséo dos genes Kissl,
Nkb e Pdyn no ARC de ratas

Embora as funcdes fisiolégicas dos neurbnios KNDy sejam ainda pouco
conhecidas, acredita-se que os trés peptideos produzidos por estes neurfnios sejam
importantes para o controle da secrecado pulsatil de LH (Navarro et al., 2009; Goodman
et al., 2013). Em contrapartida, o envolvimento destes neurénios no mecanismo de
feedback positivo do E2 sobre o pico de LH e pico secundario de PRL permanece
contraditério na literatura (Kinoshita et al., 2005; Smith et al., 2006). Desse modo, este
experimento avaliou os niveis de RNAm de Kiss1, Nkb e Pdyn no ARC em 2 momentos
ao longo do dia no modelo de ratas OVX+E2, a fim de se investigar o envolvimento
diferencial dos trés peptideos na génese dos picos de LH e PRL induzidos por E2. Ratas
ovariectomizadas foram tratadas com 6leo (OVX; n = 8) ou estradiol (OVX+E2; n = 8 por
grupo), durante 3 dias, e foram decapitadas as 8:00 ou 18:00 h do quarto dia. Os
cérebros foram rapidamente coletados e congelados em gelo seco. O nucleo ARC foi
microdissecado utilizando-se a técnica de punch (Palkovits, 1973; Szawka et al., 2009)
e processado para analise do RNAm de Kiss-1, Nkb e Pdyn por RT-PCR em tempo real.

Amostras de sangue foram colhidas para dosagem hormonal de LH e PRL por ELISA.

Experimento 4: Modulacdo dos neurénios TIDA pelos inputs de Kp e Dyn A em ratas
OVX+E2

E sabido que os neurdnios KNDy enviam projecdes aos neurdnios TIDA (Szawka
et al., 2010; Sawai et al., 2012), e estdo envolvidos no controle da secre¢édo de PRL em
ratos. Entretanto, ainda ndo estd claramente descrita a participagdo de cada um dos
neuropeptideos no pico de PRL induzido pelo E2. Assim, este experimento teve como
objetivos investigar os efeitos do E2 sobre a expressao de Kp e Dyn no ARC e sobre a
densidade de inputs de Kp e Dyn em neuronios TIDA. Foram utilizadas ratas fémeas

Long Evans TH-Cre recombinase, nas quais a enzima Cre € expressa exclusivamente
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em neurbnios TH (Witten et al.,, 2011). Foi utilizado um vetor viral adeno-associado
transportando cassetes EYFP e TagBFP “farneciladas” em orientacéo reversa entre 0s
sitios loxP mutantes (AAV-Brainbow:
AAV9.hEF1la.lox.TagBFP.lox.eYFP.lox WPRE.hGH-InvBYF; 2.78x10*® GC/mL stock;
Penn Vector Core, Pennsilvania, EUA) para induzir a expressdo destas proteinas
fluorescentes exclusivamente em neurénios TH com expressao de Cre (Cai et al., 2013).
O AAV-Brainbow foi injetado unilateralmente utilizando-se um estereotaxico (500 nL de
estoque viral) no nacleo ARC (Bregma -2,7 mm posterior, £ 0,3 mm lateral e -9,3 mm
ventral para dura) em ratas TH-Cre adultas (n = 4 por grupo) sob 3% de anestesia com
isoflurano. Em experimentos pilotos, a especificidade da transfeccéo para neurénios
TIDA foi avaliada pela dupla-marcacdo com TH, sendo que praticamente todos os
neurénios transfectados co-expressaram TH (92.8 + 1.3%; n = 2; Yip S.H. e Grattan D.R,
dados néo publicados). Embora os neurdnios TIDA de ratas TH-Cre possam recombinar
e expressar os genes de EYFP e/ou TagBFF aleatoriamente, de acordo com o0s
objetivos do presente experimento, apenas o0 EYFP foi detectado por
imunofluorescéncia. Duas semanas apés a cirurgia, as ratas que apresentaram dois
ciclos regulares foram ovariectomizadas por laparotomia bilateral e apos trés dias de
recuperacao foram tratadas durante trés dias com 6leo (OVX; n = 4) ou E2 (OVX+E2; n
= 4) e perfundidas entre 10:00 — 12:00 h do quarto dia. Os cérebros foram removidos e
processados para dupla marcacgéo imunofluorescente para GFP e Kp ou GFP e Dyn A

no nucleo ARC.

3.3. Anestésicos, drogas e tratamentos hormonais

Para a realizacdo das cirurgias de castracdo e perfusdo, os animais foram
anestesiados com solugéo de ketamina (80 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/Kg, i.p.). Apos
a cirurgia de castracdo, os animais receberam tratamento profilatico com pentabiético

veterinario (24000 UI/Kg, i.m.) e analgésico (Flunixina meglumina; 2,5 mg/Kg, s.c.). No
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experimento 4, realizado na Universidade de Otago, Nova Zelandia, a injec¢ao viral por
estereotaxia e a castracdo foram realizadas sob anestesia de isoflurano (3-4% de
isoflurano + 1 L/min de oxigénio para anestesia inicial e 1,5- 2% de isoflurano + 0,6 L/
min de oxigénio para manutencdo da anestesia durante todo o procedimento) e o
tratamento profilatico com carprofeno (5 mg/Kg; s.c.). Para realizacao das perfusdes, 0os
animais foram anestesiados com pentabarbitol (100 mg/ Kg; i.p.). Para realiza¢do dos
tratamentos hormonais, o cipionato de E2 (Pfizer Laboratérios; 10 pg/0,2mL/rata, s.c.)
foi diluido em 6leo de milho (Szawka et al., 2009), para os experimentos 2 e 3. O 17- 3
E2 (20 pg/0,2mL per rat, s.c.; Sigma-Aldrich, St, Louis, MO, USA) foi diluido em 6leo de
gergelim contendo 1% de etanol para o experimento 4. O tamoxifen (Sigma-Aldrich, St,
Louis, MO, USA; 3 mg/0,2mL/rata, s.c.) foi diluido em 6leo de milho contendo 10% de
etanol (Aquino et al., 2016). Os tratamentos hormonais foram administrados por via
subcutanea (s.c.) diariamente no periodo da manh@, apoés trés dias de recuperagéo da

cirurgia, com a durante 3 dias e 0s experimentos, realizados no quarto dia.

3.4. Processamento do cérebro paraimunohistoquimica

Apoés anestesia, as ratas foram perfundidas através da artéria aorta ascendente,
com 50 mL de PBS contendo heparina (10 Ul/mL), e, em seguida 400 mL de
paraformaldeido 4% (PFA 4%) em tampao fosfato (PB) 0,1 M, pH 7,4, ambos a
temperatura ambiente. Os cérebros foram pos-fixados em PFA 4% por 2 h a 4 °C. Os
cérebros foram entdo crioprotegidos em solu¢cdo contendo sacarose 30% onde
permaneceram até atingir a saturacdo. 0 tempo de saturacéo € de aproximadamente 48
h, verificado pela posicdo do cérebro que inicialmente flutua na solucédo e, quando a
saturacao é atingida, precipita -se no fundo do recipiente. Posteriormente, os cérebros
foram congelados em isopentano 99% (C5H12) a uma temperatura entre —40 e —50°C
durante o tempo de 1 min. Depois de congelados, os cérebros foram armazenados a —

80 °C até o momento da obtencdo dos cortes em criostato. Quatro séries de seccdes
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coronais de 30 um da extensao rostrocaudal da APO e cinco séries do ARC foram
obtidas de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (2007). No experimento 4, foram
obtidas somente duas séries da extensdo rostrocaudal do ARC. As seccdes foram
armazenadas em solugao crioprotetora a —20 °C (Watson et al., 1986) até a realizacao

das imunohistoquimicas.

3.5. Imunohistoquimica

A imunohistoquimica foi realizada pelo método de free-floating como
previamente descrito (Araujo-Lopes et al., 2014; Aquino et al., 2016). Entre cada passo
do processo, as seccdes foram lavadas em PBS. Exceto quando mencionado, as
solugdes foram preparadas em PBS. Todos os passos foram realizados a temperatura
ambiente, exceto pela incubagdo com o anticorpo primario, feita a 4 °C. Os anticorpos
primario e secundario foram diluidos em PBS contendo Triton X-100 (TX-100) 0,3% e
albumina bovina (BSA) 1%. Os cortes foram lavados dez vezes por 6 minutos para
remocao da solucéo crioprotetora. As secc¢des foram lavadas com glicina 0,1 M, com o
objetivo de expor os sitios antigénicos que podem ocasionalmente ser mascarados pela
fixacdo com PFA 4%, e posteriormente incubadas com TX-100 0,4% por 30 minutos. O
TX-100 atua permeabilizando a membrana celular, o que possibilita a posterior difuséo
dos anticorpos. Foi realizada a incubagéo das sec¢fes com H>O, 1%, a fim de bloquear
peroxidases enddégenas do tecido, por um periodo de 30 minutos. As secc¢bes foram
incubadas por 1 hora com albumina bovina (BSA 3%), para reduzir as ligacbes
inespecificas dos anticorpos primario e secundario, utilizados posteriormente. As
seccdes foram entdo incubadas com um destes anticorpos primarios: anti-GnRH
produzido em coelho (HU. 60, doagéo Dr. H. Urbanski, 1:20.000), anti-c-Fos produzido
em coelho (Ab-5; PC38, Calbiochem, Darmstadt, Germany; 1: 20.000), anti-Fos (K25,

sc-253; Santa Cruz Biotechnology, 1:7.500), anti-Kp-10 produzido em coelho (AB9754;
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Millipore; 1:30.000), anti-TH produzido em camundongo (T1299; Sigma-Aldrich;
1:70.000), anti-S*°pTH produzido em coelho (AB5935; Millipore; California; 1:25.000).
Entdo, as secc¢bes foram incubadas com anticorpo anti- IgG de coelho biotinilado feito
em cavalo ou anticorpo anti-lgG de camundongo biotinilado, para a marcacéao de TH, na
concentracdo de 1:2.000 por 2 horas (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). As
seccles foram incubadas com o complexo avidina DH-peroxidase biotinilada (ABC Elite,
Vector Laboratories) a 1:400 por 1 hora. A marcacao foi revelada com solugédo contendo
3,3’diaminobenzidina-HCI (DAB, 0,2 mg/mL; Sigma-Aldrich), sulfato de niquel (Ni, 25
mg/mL) e H202 (1 yL/mL de solucdo de H202 30%) em tampao acetato 0,175 M (pH
7,6). Os cortes foram montados em laminas gelatinizadas e as laminulas coladas com
Entellan (Merck). Como controle, a omissao do anticorpo primario resultou em nenhuma
marcacao. A imunorreatividade para o anticorpo anti-Kp foi ausente ap0s pré-adsorcao
com Kp-10 (Araujo-Lopes et al., 2014). O anticorpo anti -¢ -Fos foi produzido contra a
sequéncia abrangendo os residuos 4-17 N-terminal de ¢ -Fos humano. A especificidade
deste anticorpo foi confirmada em estudos anteriores, os quais demonstraram a
auséncia de imunorreatividade apds pré-adsorcdo com o peptidio imunizante (Schiltz &
Sawchenko, 2007; Lai et al., 2010; Kuusio et al., 2013). A omissdo do anticorpo anti -
Fos K-25 resultou em nenhuma marcagéo e o teste de pré-adsorcdo com o peptidio
antigénico aboliu a marcacdo em estudo anterior (Szawka et al., 2009). O anticorpo anti-
TH de rato tem sido amplamente utilizado em outros estudos do nosso grupo (Szawka
et al., 2009; Aquino et al., 2016) e promove marcacao coerente com estudos anteriores
em cérebro de rato (Kawano & Daikoku, 1987). Embora testes de pré-adsor¢cédo néo
tenham sido realizados com o anticorpo anti-S*pTH, estudos anteriores utilizando este
anticorpo demonstraram a presenca de apenas uma banda por western blot em
cérebros de roedores (Liu & Arbogast, 2008; Romano et al., 2013). Além disso, de
acordo com estes relatos, 0 nosso grupo demonstrou recentemente que as respostas

funcionais da marcacédo de anti-S*°pTH diferem das marcacdes de TH, confirmando a
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especificidade da marcacdo de S*pTH (Aquino et al., 2016). A especificidade do
anticorpo anti- GnRH (HU.60) foi descrita anteriormente por Urbanski et al. (1990), onde
demonstraram por radioimunoensaio que este anticorpo se liga exclusivamente a
molécula do GnRH, ndo apresentando ligagdo cruzada com outros neuropeptidios. As
laminas foram analisadas em microscépio 6ptico utilizando-se como referéncia o atlas

de Paxinos e Watson (2007).

As duplas -marcacgdes por imunofluorescéncia de GFP -Kp e GFP -Dyn A no
nucleo ARC foram realizadas como previamente descrito (Yip et al., 2015). Embora os
neurénios TIDA que expressam Cre recombinem aleatoriamente EYFP e /ou TagBFP,
apenas o EYFP foi detectado por meio de imunofluorescéncia, a fim de reduzir a
complexidade da combinacéo de fluor6foros. Foram utilizados os seguintes anticorpos
primarios: anti -Kp -10 de coelho (AB9754; Millipore; 1:1000); anti -Dyn A de coelho (H-
021-03; Phoenix Pharmaceuticals, INC; 1:200) e os neurdnios TH transfectados foram
marcados com um anticorpo policlonal anti -GFP de galinha (GFP-1020; Aves Labs Inc;
1:5000), utilizado para reconhecer o EYFP. Os anticorpos foram diluidos em TBS (Tris
0,05M; NacCl 0,15 M, pH 7,6) contendo 0,3% de Triton X-100, 0,25% de soro bovino,
albumina e 2% de soro normal de cabra (pH 7,6) e as sec¢des foram incubadas com
essa solucdo sob agitagdo por 48 horas a 4°C. As seccdes foram lavadas em TBS e
incubadas com anticorpo secundario por 2 horas a temperatura ambiente. Foram
utilizados os seguintes anticorpos secundarios: anti-lgG de coelho biotinilado feito em
cabra (B2770; Life Technologies; 1:200) para visualizar Kp e Dyn e anti-IgY (H+L) de
galinha feito em cabra conjugado a Alexa Fluor® 488 (A11039; Molecular Probes; 1:200)
para reconhecer a marcacgéo para GFP. Por fim, as secc¢des foram incubadas com Cy -
5 -streptavidina (434316; Molecular Probe;1:400), a temperatura ambiente por 3 horas.
A especificidade dos anticorpos anti -Dyn A e anti -GFP foram previamente descritas
por Goodman et al. (2012) e Weissman and Pan (2015), respectivamente. As seccOes

foram entdo lavadas, montadas em laminas gelatinizadas e as laminulas coladas com

42



Fluoromount G (Southern Biotech). As laminas foram analisadas em microscopio
Confocal Nikon 1 R e a omissdo do anticorpo primério foi utilizado como controle

negativo.

3.6. Obtencdao e analise das imagens

Foram utilizadas para andlise 3 sec¢des coronais referentes a APO e porcbes
médio-posterior do nucleo ARC, correspondentes a distancia de —2,40 a —3,96 mm do
bregma. Fotomicrografias bilaterais da APO e do ARC foram obtidas utilizando-se a
objetiva de 20x e 40x no microscépio Optico. Os neurbnios que apresentaram dupla
marcagdo para c-Fos e Kp; c-Fos e GnRH e Fos e Kp foram identificados como
neurbnios imunorreativos a c-Fos ou Fos por possuirem o ndcleo corado em preto e
como neurbnios Kp e GnRH por possuirem o citoplasma corado em marrom.
Posteriormente, os neurénios foram quantificados bilateralmente em cada secc¢éo, sem
o conhecimento prévio dos grupos experimentais. Adicionalmente, a &rea de marcacao
para TH e S*pTH na camada externa da EM foi analisada em 3 secg¢des por rata
utilizando-se o software Image J (National Institutes of Health, EUA). Para tanto, as
imagens foram capturadas utilizando a objetiva de 40x e caixas (largura, 160; altura, 80
pm) foram utilizadas para delimitar a area na qual as analises foram realizadas. As
imagens foram convertidas em 1 bit, utilizando-se o mesmo valor de limiar para todos
as seccOes analisadas. Os valores correspondentes aos pixels da imunorreatividade

para TH e S*pTH foram expressos como a porcentagem da area total analisada.

Apbs a obtencéo de seccdes coronais do ARC no experimento 4, alguns cortes
da por¢do média do ARC foram colocados em uma lamina n&o- gelatinizada e levados
rapidamente a um microscopio epifluorescente para verificar se houve transfeccéo viral
dos neurbnios TH. Somente os animais que apresentaram uma taxa satisfatoria de
transfeccdo foram utilizados no experimento. As imagens foram obtidas utilizando-se

um microscopio confocal Nikon 1R com laser de 488 ou 633 nm de excitagdo. Para
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gquantificacdo dos numeros de neurdnios-ir a Kp e Dyn, foi analisada a regido média do
ARC e as fotomicrografias foram obtidas utilizando-se a objetiva de 20x. Os neurdnios -
ir a Kp e Dyn foram quantificados bilateralmente em todas as camadas z, sem 0
conhecimento prévio dos grupos experimentais. Para quantificacdo dos inputs Kp e Dyn
A aos neurdnios TH, foram escaneados 10-12 neurdnios por animal. Foram obtidas
imagens em camadas z, no intervalo entre 0,5- 2 um utilizando-se a objetiva de 40x,
com a fungcédo de zoom ativada (aumento de 3x). As aposi¢cdes foram definidas pela
auséncia de pixels pretos entre os sinais verde e vermelho em um Unico plano da
camada z, utilizando-se o software ImageJ. Os inputs no soma foram normalizados pela
medida da circunferéncia de cada neurdnio e o0s inputs nos dendritos foram
quantificados a cada 15 um, totalizando um comprimento maximo de 45 um do soma.
As sobreposi¢cfes das camadas z foram obtidas utilizando-se o software Nikon 1R e
posterior ajuste de nivel de brilho foi realizado por meio do programa Adobe Photoshop

CSs.

3.7. RT-PCRtempo real

Os cérebros foram rapidamente removidos e congelados em gelo seco e
seccoes coronais foram obtidas na temperatura de —8 °C (Szawka et al., 2007). O nacleo
ARC do hipotalamo foi dissecado aproximadamente entre —1.2 e —3.2 mm do Bregma,
em dois punches (Palkovits, 1973), utilizando -se uma agulha de 2 mm de didmetro,
centralizada no terceiro ventriculo e estendendo dorsalmente a partir da base do
cérebro. Os punches foram homogeneizados em 500 uL TRIzol reagent (Invitrogen),
utilizando uma seringa de 1 mL imediatamente apds o experimento e entdo congelados
a —80 "C. O Gapdh foi utilizado como gene normalizador. RNAm total do nucleo ARC foi
extraido adicionando mais 500 uL TRIzol. O RNA total foi extraido com Tri-Reagent-LS

(Life Technologies). A sintese de cDNA foi realizada com 1 pg do RNA total, utilizando-

44



se oligonucleotideos randdmicos (100ng/uL), dNTP Mix (10mM), tampao de PCR, DTT
(10mM), inibidor de ribonuclease (40U/uL), e Superscript [l (200U/uL). O cDNA
sintetizado foi amplificado utilizando-se 4 uL de cDNA, 600nM de cada primer, 10uL do
reagente SYBR Green agua DNase e RNase-free conforme descrito pelo fabricante (kit
Platinum® SYBR® GREEN gPCR SuperMix-UDG; Invitrogen Life Technologies). As
reacOes foram realizadas em um termociclador ABI-PRISMA 7900, nas seguintes
condicdes: 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C, seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95
°C. Em seguida foi realizada andlise da curva de dissocia¢cdo nas seguintes condi¢cfes:
1 mina 60 °C, 1 min a 95 °C, 1 min a 60 °C e 80 ciclos de 10 segundos a 55 °C, com
aumento gradativo de 0,5 °C. A analise da expressao génica foi feita pela comparagéo do
numero de copias do RNAm entre os grupos experimentais, o qual foi inferido de acordo
com o numero de ciclos necessario para atingir um sinal de fluorescéncia superior ao nivel
basal (CT). A expresséo relativa de RNAm foi calculada segundo o método que utiliza
a equacao 2724°T (Livak & Schmittgen, 2001), onde o ACT é determinado pela subtragéo
dos valores de CT do gene de interesse e do respectivo gene normalizador. O AACT é
obtido pela subtracdo do valor de ACT de cada amostra pelo ACT das amostras do grupo
calibrador (grupo OVX 8 h). A exponencial negativa na base 2 do valor de AACT fornecera
a medida do numero de vezes que o0 RNAmM do gene de interesse varia em relagdo ao

grupo controle. Os primers utilizados para amplificacdo sédo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos primers para RT-PCR tempo

real
Gene Primers NUumeo de
acesso
Forward primer 5’- GAGCCACTGGCAAAAATGGC-3' NM_181692.1
Kissl
Reverse primer 5’- ATTAACGAGTTCCTGGGGTCC -3’
Forward primer 5’- ATAGGCCAGCAGTGCAGAAA-3' NM_019162.2
Nkb
Reverse primer 5’- AGCCAACAGGAGGACCTTG-3
Forward primer 5’- ATGGGGATCAGGTAGGGCAT-3' NM_019374.3
Pdyn

Reverse primer 5’- ACCGAGTCACCACCTTGAAC-3'

Gapdh Forward primer 5 - ACAGCCGCATCTTCTTGTGC-3 NM_017008.4

Reverse primer 5- GCCTCACCCCATTTGATGTT-3’

3.8. ELISA paralLHe PRL

Para dosagem plasmatica de LH e PRL foi validado o método de ELISA
sanduiche adaptado (Steyn et al., 2013). Inicialmente, a placa para ELISA foi
sensibilizada com anticorpo de captura anti-LH bovino a 1:2500 em PBS (bovine LH{
518B7 monoclonal antibody, University of California, Davis, USA) ou anti- PRL guinea
pig a 1:1750 (anti-rPRL-IC; Parlow rat Immunocytochemistry kit) e incubada a 4 °C por
24 horas. Em seguida, para minimizar ligagdes inespecificas do anticorpo de captura, a
placa foi incubada com tampé&o de bloqueio (leite em pd desnatado em PBS-T, 5%) por
2 horas. Apos este periodo, pipetou-se a curva com padrao de rLH ou rPRL de rato, bem
como as amostras de plasma dos animais em 0,2% BSA-PBST. Apds 24 horas de
incubagao a temperatura ambiente, a placa foi incubada com o anticorpo de detecgao
anti-LH a 1:40.000 ou anti-PRL a 1:25.000 em tampao de bloqueio a 4°C durante 24
horas sob agitacédo (Rabbit polyclonal LH antibody AFP240580Rb; National Hormone
and Peptide Program; Rabbit polyclonal alpha mouse PRL antibody). No ultimo dia, a
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placa foi incubada com o anticorpo secundario anti-IlgG de coelho conjugado a
peroxidase a 1:1.000 para LH e 1:2.000 para PRL em 50% de tampao de bloqueio e
50% PBS pelo periodo de 90 minutos em temperatura ambiente sob agitacao
(Polyclonal goat anti-rabbit IgG/HRP, P0448; Dako, USA). Para revelagéo da placa, foi
utilizado o-fenilenodiamina (OPD, 00-2003; Invitrogen, USA), 1 tablete diluido em 12 mL
de tampao citrato, onde adicionou-se 6 pyL de H>0230%. A placa foi incubada em uma
camara escura, em temperatura ambiente, sob agitagdo por 45 minutos. A reagao foi
interrompida com HCL 3M. A leitura da placa foi realizada a 490 e 650 nm usando o
leitor de microplaca (Epoch Microplate Spectrophotometer; BioTek). As concentragdes
de LH e PRL foram determinadas por interpolacéo dos valores das amostras a partir de
regressao nao linear da curva padréao de LH ou PRL. As curvas de calibracéo e os testes

de diluigdo das amostram para LH e PRL estdo demonstrados nas figuras 1 e 2.

A Standard Curve LHELISA B rLH ELISA
4 e rLHSTD 157 - High plasma (LH surge female rat)
4 Rat plasma/blood —e— Low plasma (male rat)
34 129 e~ Blood (male rat)
=
a 2 S
c
9 S 6
-
14
34
(B 14 #741—4.?/_/_‘;
T T I I T I I I 0 I T I
002 004 008 016 03 06 12 25 10 20 30 40
Log LH (ng/mL) Dilution factor (times)

Figura 1: Padronizacdo do ensaio de ELISA ultrassensivel para LH de rato (rLH). (A) Curva de
calibracao para rLH em escala semi-logaritmica. Em azul sobreposi¢do de leituras de amostras
de plasma e sangue total de rato em diferentes diluicbes. (B) Teste de diluicdo e paralelismo de
amostras de plasma e sangue total de rato com diferentes concentrac6es de LH. Em vermelho,
amostra de plasma do pico de LH induzido por E2 em ratas. Em azul, amostra de plasma de rato
macho. Em roxo, amostras de sangue total de rato macho. O volume de solucdo padréo de rLH
utilizado é 50 uL. Fatores de diluigdo entre 10 e 40 vezes podem ser utilizados sem acarretar

distor¢cdo nos valores dosados.
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Figura 2: Padronizagdo do ensaio de ELISA ultrassensivel para PRL de rato (rPRL). (A) Curva
de calibracdo para rPRL em escala semi-logaritmica. Em vermelho sobreposicdo de leituras de
amostras de plasma de ratas OVX em diferentes diluicdes. (B) Teste de diluicdo e paralelismo
de amostras de plasma de ratas OVX (OVX rat 1; OVX rat 2). O volume de solucéo padréo de
rPRL utilizado é 50 pL. Fatores de diluicao entre 2,5 e 5 vezes podem ser utilizados para a

deteccéo dos baixos niveis de PRL encontrados em ratas OVX em repouso.

3.9. Injecdo estereotaxica de vetor viral adeno- associado (AAV- Brainbow)

O Brainbow é um método que facilita a visualizacdo de células, tais como
neurdnios, quando a area analisada € composta por uma densa rede neuronal (Cai et
al., 2013). Essa técnica se baseia na utilizagdo de cores primérias para produzir as
demais cores do espectro visual. As combinacdes resultantes sdo aleatérias para cada
célula que expressa Brainbow e podem, portanto, servir como marcadores celular (Tags)
e posteriormente serem visualizadas pelo microscépio 6ptico. A técnica Brainbow utiliza
diferentes estratégias para produzirem diferentes cores, tais como a excisao ou inversao
da fita de DNA que é mediada pela enzima Cre- recombinase, dependendo da

orientacdo dos sitios de Lox. Existem diferentes tipos de Lox, como LoxP, Lox2272 e
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LoxN, que possuem funcbes idénticas, mas sdo incompativeis um com o0 outro

(Weissman & Pan, 2015).

O Brainbow 1.0 é baseado na excisdo de DNA, em que trés proteinas
fluorescentes (PF) séo dispostas separadamente ao longo do gene, juntamente com
dois pares de sitios de reconhecimento da Cre- recombinase (sitios Lox), que envolvem
a primeira e a segunda PF. A Cre- recombinase reconhece apenas os pares idénticos
de Lox, por exemplo, loxP com loxP e lox2272 com lox2272. Antes da recombinacao,
apenas a primeira cor da sequéncia é expressa, e denominada cor "padréo". Apos a
recombinagdo de Cre, uma das trés PFs serdo exclusivamente expressas por essa
cOpia da fita de DNA. Ja o Brainbow 2.0 € baseado na inversdo do DNA, onde dois Lox
correspondentes séo posicionados na mesma dire¢do. A enzima Cre- recombinase ira
inverter a orientacdo de uma ou mais PFs na fita de DNA, sendo que a cor expressa
sera correspondente a PF que nao foi invertida (sense). Ainda, a Cre- recombinase pode
causar tanto a excisdo quanto a inversdo do DNA, simultaneamente, e essa Ultima
variante do método denominada Brainbow 2.1 (Weissman et al., 2011; Weissman & Pan,

2015).

No nosso estudo, foi utilizado a injecdo de vetor viral adeno- associado
(Brainbow AAV1). O AAV é adequado para a expressado a longo prazo, para se ter
melhor controle espacial e temporal da transfeccdo e pode ser aplicado a uma grande
variedade de espécies e tecidos. O AAV persiste como um elemento extra
cromossdmico e ndo se integra no genoma, minimizando a mutagénese. O sistema AAV
Brainbow consiste em dois tipos de vetores AAV que, em conjunto, podem expressar
quatro PFs diferentes (Weissman et al., 2011; Cai et al., 2013). A infec¢do de multiplos
AAV em uma Unica célula é muito frequente e resulta em uma elevada diversidade de
cor. No nosso estudo, os genes que 0 AVV transportam derivam de medusas, como a
proteina fluorescente amarela (EYFP) (Tsien, 1998) ou de anémonas, como a proteina

fluorescente azul (TagBFP) (Merzlyak et al., 2007) e podem ser aleatoriamente
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recombinados e expressos. Pelo fato da fluorescéncia enddgena tornar-se muito fraca
apoés a fixacao do tecido, deve-se utilizar marcadores de epitopo para cada PFs, de
modo que a fluorescéncia possa ser amplificada independentemente através da
marcagdo de anticorpos especificos (Weissman & Pan, 2015). Além disso, como a
expressao de PFs é dependente de Cre, torna-se a marcacao de Brainbow especifica
para o tipo de célula que expressa a enzima Cre- recombinase (Witten et al., 2011;
Tsien, 2016). Isso o torna ideal para andlises anatdmicas em alta definicdo, onde é

possivel visualizar diferentes tipos de neurénios, bem como suas projecoes.

Como previamente descrito, no experimento 4 foi utilizado o AAV1 dependente
de Cre contendo os genes EYFP e TagBFP, colocado em orientagdo inversa entre 0s
locus loxP mutantes (AAV-Brainbow: AAV9.hEFla.lox.TagBFP.lox.eYFP.lox WPRE
.hGH-InvBYF, 2,78 x 10 GC / ml de estoque, Penn Vector Core, Pensilvania, EUA).
Este vetor foi utilizado para mediar a expressao de PFs localizadas exclusivamente em
neurbnios TH com expressdo de Cre (Cai et al, 2013). Por sua vez, a
imunofluorescéncia foi realizada apenas para YFP, utilizando- se o anticorpo anti- GFP,
a fim de se reduzir a complexidade de combinacéo de fluoréforos. A especificidade da
transfeccdo viral foi testada previamente por Yip et al.,, (dados ndo publicados),
mostrando que praticamente todos os neurdnios transfectados no nicleo ARC foram

células que expressam TH.

3.10. Anélise estatistica

Os dados foram apresentados em média £+ EPM. No experimento 1, as
diferencas durante o ciclo estral foram determinadas por ANOVA de uma via, seguida
pelo pos-teste de Newman-Keuls. Diferencas entre os tempos nos machos foram
determinadas pelo teste t de Student. Nos experimentos 2 e 3, os dados das ratas OVX
e OVX+E2 foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido do pés-teste de Holm-

Sidak. Diferencas entre ratas OVX+E2 e OVX+E2+TX as 18 h foram determinadas por
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teste t de Student. Para analise das correlac@es foi utilizado o teste de correlacédo de
Pearson. No experimento 4, diferencas entre ratas OVX e OVX+E2 TH-Cre foram
determinadas pelo teste t de Student. P < 0,05 foi considerado estatisticamente

significante.
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4. RESULTADOS
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4.1. Variagdes na imunorreatividade a ¢ -Fos em neurénios KNDy durante o

ciclo estral de ratas e em machos

Varia¢Bes na secregdo de LH e peso do Utero durante o ciclo estral de ratas

Os valores da secrecao plasmatica de LH, bem como o peso uterino durante o ciclo
estral estdo indicados na tabela 2. Como determinado por one -way ANOVA, a secrecao
de LH foi menor no P-10 (P < 0,05) e maior no P-18 (P < 0,001), nas fémeas.
Adicionalmente, verificou-se que o peso do Gtero foi maior no P-10 (P < 0,05) e no P-18
(P < 0.01) versus D e E. Esses dados em conjunto indicam uma a¢éo pronunciada do
E2 sobre a secrecdo de LH em ratas no proestro, como parte do mecanismo de feedback
positivo do E2. Ainda, demonstra também o potente efeito trofico do E2, que pdde ser
obsevado pelo maior peso uterino encontrado na tarde de proestro como parte do

mecanismo de feedback positivo do E2.

Tabela 2: Concentracdes plasméticas de LH em ratas ciclando e ratos machos e peso

uterino das fémeas

®
Sk
c
o
o

Tempo

10 h 18 h

2,707

15+0,7* 15,0 = 6,4***
22+13

12+0,5 0,8 + 0,6"
177,0 + 30,0

324,0 £85,00 417,0 + 144,0*
187,0 £ 52,0

LH

Peso do Utero

MUUO|ZEMTO
8
o0
(@)

Dados do peso do utero foram expressos como Média + EPM (mg/100g p.c.). Dados dos niveis
plasméticos de LH foram expressos como Média £ EPM (ng/mL). D (Diestro; n = 6), P (Proestro;
n =6), E (Estro; n = 6), M (Macho; n=7). ™P < 0.001, " P < 0.01, *P < 0.05 versus demais grupos.
# P < 0.05 versus Macho 10:00 h.
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Atividade dos neurdnios KNDy em ratas cilcando

Variagbes na imunorreatividade a Kp e c-Fos no nucleo ARC séo representadas
nas fotomicrografias de seccdes coronais apresentadas na figura 3 A-C. Podemos
observar que no P-18, momento da ocorréncia dos picos pré -ovulatérios de LH e PRL,
houve uma maior porcentagem de neurdnios Kp-ir que expressam c-Fos comparado ao
D (P <0,05) (Figura 3 D). Esta resposta foi confirmada quando utilizamos outro anticorpo
anti-Fos (K-25, Santa Cruz), que compreende imunorreatividade a todos os membros
da familia Fos (Figura 3 E). Por outro lado, o nimero de neurdnios Kp-ir foi menor nos
grupos P-10, P-18 e E comparado ao D (P <0,01) (Figura 3 F). Esses dados em conjunto
indicam que a expressao de c -Fos em neurbnios KNDy varia durante o ciclo estral.
Provalemente, o aumento dos esteroides sexuais durante o proestro causam reducao
da expressdo de Kp no ARC, como parte do mecanismo de feedback negativo do E2
sobre a secrecdo de LH. Entretanto, ha um aumento da atividade dos neurdnios KNDy
remanescentes na tarde do proestro, o que deve resultar em uma maior liberagdo de
Kp, sugerindo que estes neurdnios participam da geragéo dos picos pré-ovulatorios de

LH e PRL.
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Figura 3: Atividade dos neurénios KNDy em ratas nos dias de diestro (D; n = 6), proestro (P; n =
6) e estro (E; n = 6) do ciclo estral. (A) Diagrama esquematico representando a area analisada
no nucleo arqueado (ARC) (caixa preta). (B—C). Dupla marca¢éo imunohistoquimica para c-Fos
e kisspeptina (Kp) no ARC de ratas em D as 10:00 h (B) e P as 18:00 h (C). Setas brancas
indicam neurdnios imunorreativos (ir) apenas a Kp. Setas pretas indicam neurdnios Kp
colocalizados com c-Fos. Cabecas de setas indicam neurdnios-ir apenas a c-Fos. 3V, terceiro
ventriculo, ME, eminéncia mediana. (D) Porcentagem de neurfnios kisspeptinérgicos que
coexpressam c-Fos (c-Fos/Kp-ir; anti-c-Fos Ab-5, Calbiochem) no ARC. *P < 0,05 comparado ao
D. (E) Porcentagem kisspeptinérgicos que coexpressam Fos (Fos/Kp-ir; anti-Fos K-25, Santa
Cruz) no ARC. * P < 0,05 comparado ao D e E. (F) Nimero de neurdnios Kp-ir/sec¢do. *** P <
0,001 e ** P < 0,01 em relacdo ao D. Dados apresentados como média + SEM. Escalas = 100
pm e 20 um (inset).
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Imunorreatividade a c- Fos em neurénios KNDy em machos

A figura 4 demonstra a expressao de c-Fos em neurdnios KNDy em ratos machos
adultos. Ao contrario das fémeas, nos machos nao houve variacdo ao longo do dia na
porcentagem de neurdnios Kp-ir que expressam c-Fos (P = 0,79), e os niveis de dupla
marcacdo c-Fos/Kp-ir foram semelhantes aos observados nas fémeas em diestro
(Figura 4 B). Entretanto, os machos exibiram uma variacdo diaria no ndamero de
neurénios Kp-ir no ARC, e também nos niveis plasmaticos de LH (tabela 2), com
menores niveis durante a tarde (P < 0,05). Ademais, o numero de neurdnios
kisspeptinérgicos dos machos foi pelo menos trés vezes menor do que o encontrado
nas fémeas em diestro. Isto indica a existéncia de diferengas sexuais no que se refere
a expressao de Kp, com maior expressao nas fémeas, e imunorreatividade a c -Fos em
neurénios KNDy durante a tarde do proestro, que ndo apresenta fendébmeno semelhante

em machos.
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Figura 4: Atividade dos neurénios KNDy em ratos machos as 10:00 h (10; n = 6) e as 18:00 h
(18; n = 6). (A). Dupla marcacao imunohistoquimica para c-Fos e Kp no ARC de machos. Setas
brancas indicam neurdnios apenas Kp-ir. Setas pretas indicam neurdnios Kp colocalizados com
c-Fos. Cabegas de setas indicam neurdnios apenas c-Fos-ir. 3V, terceiro ventriculo. (B)
Porcentagem de neurdnios kisspeptinérgicos que coexpressam c-Fos (c-Fos/Kp-ir) no ARC. (C)
Ndmero de neurdnios Kp-ir/sec¢éo. * P < 0,05 em relagédo a 10:00 h. As linhas tracejadas indicam
a porcentagem de colocalizag&o c-Fos/Kp-ir (B) e o nimero de neurdnios Kp-ir/seccao (C) de

ratas em D. Dados apresentados como média + SEM. Escala = 100 pm ou 20 um (inset).
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4.2 Papel do E2 sobre a expressao de ¢ -Fos em neurénios KNDy em fémeas:

correlacdo com a funcéo neuronal dos neurénios GnRH e TIDA

Secrecao plasméatica de LH e peso do Gtero no modelo de ratas OVX+E2

Os dados da concentracdo plasmatica de LH e o peso uterino dos diferentes grupos
experimentais estudados neste experimento estdo apresentados na tabela 3. O E2
promoveu um efeito dual sobre a secrecdo de LH, ou seja, reduziu a secre¢do de LH as
8:00 h e aumentou a secrecado de LH as 18:00 h em relacédo ao grupo OVX (P < 0,05).
Ainda, o grupo OVX+E2 18:00 h apresentou maiores niveis plasmaticos de LH do que
no grupo OVX+E2 8:00 h (P < 0,05), correspondendo ao pico de LH induzido por E2.
Por sua vez, o tratamento adicional com tamoxifen reduziu a concentracao plasmatica
de LH em relagéo ao grupo OVX+E2 18:00 h (P < 0,05), o que indica que o tamoxifen &
capaz de bloquear o efeito promovido pelo E2 sobre o aumento dos niveis plasméticos
de LH, no momento do pico de LH induzido pelo E2. Adicionalmente, corroborando com
os resultados encontrados durante o ciclo estral, o peso uterino foi maior nos animais
OVX+E2 nos dois periodos estudados em comparacao ao controle OVX (P < 0,001).
Além disso, o tratamento com tamoxifen bloqueou o efeito tréfico uterino do E2 nas ratas

OVX+E2+TX (P < 0,01).
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Tabela 3: Niveis de LH e peso do Gtero em ratas OVX tratadas com E2 e tamoxiifen

Grupo Tempo
8h 18 h

OVvX 24+13 3,3+1,3

LH OVX+E2 1,8 +0,9* 5,5+ 2,9%#
OVX+E2+TX 2,6 +1,4@

Peso do itero OVX 128,0+ 17,1 107,0 £ 22,0
OVX+E2 329,0 + 66,5** 497,0 + 114, 7+ #
OVX+E2+TX 135,2 + 11,6@@

Dados do peso do utero foram expressos como Média + EPM (mg/100g p.c.). Dados dos niveis
plasmaticos de LH foram expressos como Média + EPM (ng/mL). OVX, n = 8; OVX+E2, n = 7;
OVX+E2+TX, n = 8. ***P < 0,001, "P < 0,05 versus OVX. #P < 0,05 versus OVX+E2 8:00 h. @ P
< 0,05, @@p < 0,01 versus OVX+E2 18:00 h.

Avaliacdo da expressao de c¢ -Fos em neurénios KNDy no modelo de ratas OVX+E2
Varia¢Bes na imunorreatividade a Kp e c-Fos no nucleo ARC de ratas OVX as 8:00
h (A), OVX+E2 as 8:00 h (B), OVX+E2 as 18:00 h (C) e OVX+E2+TX as 18:00 h (D) sao
representadas nas fotomicrografias de secc¢des coronais apresentadas na figura 5. Os
resultados mostram que a porcentagem de neurdnios Kp-ir que expressaram c-Fos no
ARC foi maior em ratas OVX+E2 as 18:00 h comparado as 8:00 h (P < 0,001) e em
relacdo as ratas OVX (P < 0,01). A porcentagem de neurdnios Kp-ir que expressaram
c-Fos também foi maior em ratas OVX as 18:00 h comparado as 8:00 h (P < 0,001)
(Figura 5 E). A porcentagem de neurénios Kp-ir que expressaram c-Fos as 18:00 h foi
marcantemente reduzida pelo tratamento com tamoxifen em ratas OVX+E2+TX em
relagéo ao grupo OVX+E2 (P < 0,001) (Figura 5 F). Corroborando os resultados obtidos
durante o ciclo estral, o nimero de neurdnios Kp-ir no ARC foi menor em ratas OVX+E2
em comparagao ao grupo OVX, tanto as 8:00 h quanto as 18:00 h (P < 0.05) (Figura 5
G). O tamoxifen promoveu ainda um leve aumento no ndmero de neurdnios Kp-ir (P =
0,06) (Figura 3 H) e uma reducéo significativa do peso uterino em comparagéo ao grupo
OVX+E2 (P < 0,01) (tabela 3), o que demonstra efeitos anti -estrogénicos do tamoxifen

no ARC e no tecido uterino. Portanto, estes resultados demonstram que h& uma
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variacdo na expressdo c-Fos em de neurdnios Kp-ir no ARC ao longo do dia, com o
aumento da atividade ao final da tarde. O tratamento com E2 causa uma reducéo geral
na expressao de Kp no ARC, mas promove um aumento da expresséo de ¢ -Fos em
neurdnios Kp-ir as 18:00 h. Desse modo, estes resultados comprovam que 0 aumento
da atividade dos neurénios KNDy visto nas ratas OVX+E2 as 18:00 h ocorre mediante
ativacdo de ER pelo E2, uma vez que esse efeito foi ausente nas ratas tratadas com

tamoxifen, que atua como antagonista de ER no hipotadlamo
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Figura 5: Atividade dos neurdnios KNDy em ratas ovariectomizadas tratadas com 6leo (OVX; n
= 8 por grupo), E2 (OVX+E2; n = 7 por grupo) ou E2 e tamoxifen (OVX+E2+TX; n = 8). Ratas
foram tratadas durante 3 dias e perfundidas as 8:00 h ou 18:00 h do quarto dia. (A—C). Dupla
marcacao imunohistoquimica para c-Fos e Kp no ARC de ratas OVX-8 h (A), OVX+E2-8 h (B),
OVX+E2-18 h (C) e OVX+E2+TX (D). Setas brancas indicam neurbnios-ir apenas a Kp. Setas
pretas indicam neur6nios-ir a Kp colocalizados com c- Fos. Cabecas de setas indicam neurénios-
ir apenas a c-Fos. 3V, terceiro ventriculo. (E-F) Porcentagem de neurbnios Kp-ir que
coexpressam c-Fos no ARC. ** P < 0,01 OVX versus OVX+E2 as 18:00 h, ### P < 0,001 OVX+E2
18:00 h versus OVX+E2 8:00 h. ## P < 0,01 OVX as 18:00 h versus OVX as 8:00 h. *** P < 0,001
OVX+E2+TX versus OVX+E2. (F-G) Numero de neurbnios Kp-ir/seccdo. * P < 0,05 OVX
comparado ao OVX+E2 as 8:00 h e OVX versus OVX+E2 as 18:00 h. Dados apresentados como

média + SEM. Escalas = 100 um e 20 pm (inset).
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Correlacdo entre atividade dos neurdnios KNDy e dos neurénios GnRH no modelo de
ratas OVX+E2

A figura 6 demonstra varia¢gdes na imunorreatividade a c-Fos e GnRH na APO
de ratas OVX (A) e OVX+E2 (B) as 18:00 h. A expresséao de c-Fos em neurénios GnRH
foi maior em ratas OVX+E2 as 18:00 h comparado tanto as 8:00 h (P < 0,01), quanto
em relagcédo ao grupo OVX (P < 0,05) (Figura 6 C). Por outro lado, ndo houve alteracdo
significativa entre 0 nimero de neurbnios GnRH-ir nos diferentes grupos e horérios.

Ratas OVX+E2 apresentaram uma forte correlacdo entre a expressdo de c-Fos
em neurdnios GnRH-ir e em neurbnios Kp-ir (r = 0,90; P < 0,001) (Figura 6 D). Esta
resposta, entretanto, nao foi observada em ratas OVX (r = 0,25; P = 0,37) (Figura 6 E).
Esses resultados sugerem que os neurénios KNDy ndo participam apenas dos efeitos
da retroalimentagdo negativa exercida pelo E2, controlando a secrecdo pulsatil de
gonadotrofinas, mas também podem exercer um papel na génese do pico de LH

induzido por E2.
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Figura 6: Correlagdo entre atividade dos neurbnios KNDy e neurbnios GnRH em ratas
ovariectomizadas tratadas com 6leo (OVX; n = 7 por grupo) ou E2 (OVX+E2; n = 7 por grupo).
As ratas foram tratadas durante 3 dias e perfundidas as 8:00 h ou 18:00 h do quarto dia. (A-B).
Dupla marcacgdo imunohistoquimica para c-Fos e GnRH na area pré-optica de ratas OVX (A),
OVX+E2 (B) as 18:00 h. Setas brancas indicam neurdnios-ir apenas ao GnRH. Setas pretas
indicam neurdnios GnRH colocalizados com c-Fos. Cabecas de setas indicam neurénios-ir a c-
Fos. (C) Porcentagem de neurénios GnRH-ir que coexpressam c-Fos. * P < 0,05 grupo OVX+E2
comparado ao grupo OVX as 18:00 h, ## P < 0,01 OVX+E2 as 18:00 h comparado ao grupo
OVX+E2 as 8:00 h. (D-E) Correlacé@o entre atividade dos neurdnios KNDy (c-Fos/Kp-ir in the
ARC) e neurbnios GnRH (c-Fos/GnRH-ir) em ratas OVX (E) e OVX+E2 (F), determinada pela
porcentagem de neurdnios que expressam c-Fos. Dados apresentados como média + SEM.

Escala = 50 um.
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Correlacao entre atividade dos neurénios KNDy e neurénios TIDA no modelo de ratas
OVX+E2

A figura 7 demonstra a variacdo na imunorreatividade a S*°p TH e TH na EM, que
correspondem aos terminais dos neurdnios TIDA, em ratas OVX+E2 as 8:00 h (A) e
OVX+E2 as 18:00 h (B, C) e a correlacdo entre a atividade dos neurénios KNDy e a dos
neurdnios TIDA. A expressao de S*°p TH na EM determinada pela porcentagem da area
imunorreativa, foi menor no grupo OVX+E2 as 18:00 h comparado ao OVX+E2 as 8:00
h (P < 0,05) (Figura 7 D). Por outro lado, a expressao de TH na EM néo diferiu entre os
grupos (Figura 7 E). Pode-se observar que as ratas OVX+E2 apresentaram correlagéo
inversa entre a expressao de c-Fos em neurdnios Kp-ir e a imunorreatividade a S*°p TH
na EM (Figura 7 F) (r = 0,6; P < 0,05), o que néo foi visto nas ratas OVX (r = 0,04; P =
0,90) (Figura 7 G). Estes resultados indicam que, no momento da ocorréncia do pico de
PRL induzido pelo E2, ha uma reducéo do tdnus inibitério dopaminérgico, demonstrado
pela menor fosforilagdo da TH na EM, o que resulta em maior secrecdo de PRL.
Portanto, nossos achados sugerem que a ativacdo dos neurdnios KNDy deve exercer

um papel na génese do pico de PRL induzido por E2.
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Figura 7: Correlagéo entre a atividade dos neurénios KNDy e a dos neurdnios TIDA em

ratas ovariectomizadas tratadas com 6leo (OVX; n = 6 por grupo) ou estradiol (OVX+E2; n

= 6 por grupo). As ratas foram tratadas durante 3 dias e perfundidas as 8:00 h ou 18:00 h

do quarto dia. (A - C) Marcacgdo imunohistoquimica na eminéncia mediana (EM) de S4°pTH
em ratas OVX+E2-8:00 h (A), OVX+E2-18:00 h (B) e de TH em rata OVX+E2-18:00 h (C).

As caixas pretas repreentam a regido da EM analisada para a densidade 6ptica por meio do

software Image J. 3V, terceiro ventriculo. (D) Porcentagem de area S*°pTH-ir na ME. # P <
0,05 OVX+E2 — 18:00 h comparado ao OVX+E2 — 8:00 h. (E) Porcentagem de area TH-ir
na ME. Correlacdo entre atividade de neurdnios KNDy (c-Fos/Kp-ir in the ARC) e de
neurdnios TIDA (S*pTH-ir na EM) em ratas OVX (F) e OVX+E2 (G). Dados apresentados

como média £ SEM. Escala = 200 um.
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4.3. Variacao temporal de expresséo dos genes Kiss1, Nkb e Pdyn no ARC deratas

OVX+E2

Corroborando com os resultados da imunorreatividade a Kp, ratas OVX+E2 também
apresentaram menores niveis de RNAm de Kiss1 no ARC em rela¢do ao grupo controle
OVX, determinado pelo efeito principal do E2 na analise de ANOVA de duas vias (P <
0,01). Na avaliacdo dos tempos estudados, esta resposta foi marcante as 8:00 h (P <
0,001), enquanto nao atingiu diferenca estatistica as 18:00 h. Por sua vez, foi observada
uma variacao diaria ha expressao de RNAm para Kiss1, Nkb e Pdyn nas ratas OVX, nas
quais a expressdo dos genes foi menor as 18:00 h (P < 0,05) (Fig. 8 A-C). Porém,
diferentemente dos demais genes KNDy, os niveis de Pdyn apresentaram aumento
significativo no grupo OVX+E2 em relacdo ao grupo OVX as 18:00 h (P < 0,05) (Fig. 8
A-C), demonstrando um efeito estimulatério do E2 associado ao horario do dia na
expressdo deste gene. Coincidentemente, como o esperado devido ao efeito do
mecanismo de retroalimentacdo positiva induzida pelo E2, as ratas OVX+E2
apresentaram uma maior concentracdo plasmatica de LH as 18:00 h em relacdo as ratas
OVX no mesmo horario (P < 0,05) e ao periodo da manha no grupo OVX+E2 (P < 0,001)
(Fig. 8 D). Em relagéo aos niveis plasmaticos de PRL, observou- se que ratas OVX+E2
apresentaram maior secre¢do deste horménio em relacdo ao grupo OVX, tanto as 8:00
h (P < 0,05) quanto as 18:00 h (P < 0,001). Além disso, 0s niveis de PRL se mostraram
aumentados tanto nas ratas OVX (P < 0,05) quanto nas ratas OVX + E2 (P < 0,001) as
18:00 h em relacdo aos respectivos grupos no periodo da manha (Fig. 8 E). Portanto,
nossos resultados indicam que uma maior expressao de Pdyn nos neurbnios KNDy

pode estar associada a génese dos picos de secrecdo de LH e PRL induzidos por E2.
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Figura 8: Efeito do E2 na expresséo de Kiss1, Nkb e Pdyn no ARC de ratas. Ratas nuliparas
foram OVX e tratadas diariamente durante 3 dias com E2 s.c. (OVX+E2; n = 7 por grupo) ou
veiculo (n = 7 por grupo). As ratas foram decapitadas as 8:00 h ou as 18:00 h. O sangue do
tronco foi colhido e os cérebros foram rapidamente removidos e processados para qRT-PCR.
Dados normalizados pelos niveis de Gapdh e expressos relativos aos niveis do grupo OVX-8 h.
(A) RNAm de Kissl. *** P < 0,001 OVX-8 h versus OVX+E2-8 h. # P < 0,05 OVX-18 h versus
OVX-8 h. (B) RNAmM de Nkb. # P < 0,05 OVX-18 h versus OVX-8 h. (C) RNAm de Pdyn. * P <
0,05 OVX+E2-18 h versus OVX-18 h. # P < 0,05 OVX-18 h versus OVX-8 h. (D) Niveis
plasmaticos de LH. * P < 0,05 OVX versus OVX+E2 as 8:00 h e 18:00 h; ### P < 0,001 OVX+E2-
18 h versus OVX+E2-8 h. (E) Niveis plasmaticos de PRL. * P < 0,05 OVX-8 h versus OVX+E2-8
h. *** P < 0,001 OVX+E2-18 h versus OVX-18 h. # P < 0,05 OVX-18 h versus OVX-8 h. ### P <
0,001 OVX+E2-18 h versus OVX+E2-8 h. Dados apresentados como média = SEM.
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4.4. Modulacéo de neurdnios TIDA pelo E2 em ratas TH-Cre

A fotomicrografia 9 apresenta imagens representativas do nucleo ARC de ratas TH-
Cre ap0s injecdo de vetor AAV1 -Brainbow dependente de Cre e expressando GFP e
com dupla -marcacdo imunofluorescente para Dyn ou Kp (Fig. 9 A, B). Marcagbes
simples para Dyn e Kp também estdo apresentadas na figura 9 C e F. Por meio da
analise por confocal, verificamos que ratas OVX+E2 apresentaram um aumento no
namero de neur6nios Dyn-ir em comparac¢ao ao grupo controle OVX (P < 0,05) (Fig. 9
G). Por outro lado, corroborando com os resultados da imunohistoquimica para Kp, a
imunufluorescéncia confirmou o efeito inibitério de E2 sobre o nimero de neurbnios Kp-

ir em ratas OVX+E2 (P < 0,01) (Fig. 9 H).

Adicionalmente, este experimento avaliou 0 nimero de inputs de Dyn-ir e Kp-ir no
soma e dentritos de neurdnios TIDA de ratas TH-Cre (Figura 10). Os neurbnios
transfectados no ndcleo ARC foram células que expressam TH (92,85 + 1,35%; n = 2),
0 que comprova a especificidade da transfeccéo viral (dados ndo-publicados de Yip S.H.
e Grattan D.R). Ratas OVX+E2 apresentaram maior quantidade de inputs Dyn-ir tanto
ao nivel do soma quanto do dendrito proximal (15-30 um) (P < 0,05) de neurbnios TH
do ARC gque expressam GFP. Em contrapartida, o tratamento com E2 reduziu as
aposicdes Kp-ir nos neurbnios TH que expressam GFP nessas mesmas regides
analisadas (P <0,01) (Fig. 10 A - H). Esses dados sugerem a participacdo da Dyn A
como o principal peptideo KNDy envolvido no controle da secrec¢do de PRL induzida por

E2.
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Figura 9: Efeito do E2 sobre a expressédo de Dyn A e Kp em ratas TH- Cre que expressam GFP.
Ratas TH-Cre foram submetidas a inje¢&o unilateral (esquerda) com vetor AAV- Brainbow Cre-
dependente expressando GFP. Apés duas semanas de recuperacdo da cirurgia, as ratas foram
tratadas durante 3 dias com 6leo (OVX; n = 4) ou E2 s.c. (OVX+E2; n = 4) e perfundidas entre
8:00 -12:00 h do quarto dia. (A - B) Imagens representativas de confocal em menor aumento do
ARC mostrando a expresséao neurbnios GFP- TH (verde) e Dyn A e Kp (vermelho). Marcacéo
imunofluorescente simples para Dyn A e Kp nho ARC de ratas OVX (C, E) E OVX+E2 (D, F),
respectivamente. Setas brancas indicam exemplos de neurdnios-ir a Dyn A ou a Kp. 3V, terceiro
ventriculo. (G) Numero de neurdnios- ir a Dyn. * P < 0,05 versus OVX. (H) NUmero de neurdnios-
ira Kp. ** P < 0,01 versus OVX. Dados apresentados como média + SEM. Escala A, B = 200 um.

Escala C-F =50 pm.
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Figura 10: Aposi¢cdes de Dyn e Kp em neurbnios TIDA de ratas TH-Cre que expressam GFP.
ApoOs duas semanas de recuperacao da cirurgia, as ratas foram tratadas durante 3 dias com 6leo
(OVX; n=4) ou E2 s.c. (OVX+EZ2; n = 4) e perfundidas entre 8:00 -12:00 h do quarto dia. (A - D)
Imagens representativas da aposicao entre terminais imunorreativos a Dyn (A, C) e Kp (B, D) em
neurdnios GFP-TH de ratas OVX e OVX+E2, respectivamente. Cabeca de seta indica local de
aposicao entre terminal de Dyn ou Kp e neur6nio TH-GFP. (E) Aposi¢cbes de Dyn A ao soma dos
neurdnios TH-GFP. * P < 0,05. (F) Aposi¢des de Dyn A ao longo de dendritos dos neurénios TH-
GFP.* P <0,05. (G) Aposicdes de Kp ao soma dos neurdnios TH-GFP. ** P < 0,01. (H) Aposicdes
de Kp ao longo de dendritos dos neurdnios TH-GFP. ** P < 0,01 versus OVX nos comprimentos
de dendritos correspondentes a 0-15 um e 15-30 um. Dados apresentados como média + SEM.

Escala = 10 pm.
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5. Discusséao

71



Os resultados deste trabalho fornecem evidéncias da acdo dupla do E2 sobre a
regulacé@o dos neurénios KNDy em ratas. O E2 é reduziu a expressao de Kp, como parte
do efeito de feedback negativo sobre a secrecao de LH e concomitantemente induziu o
aumento na atividade dos neurdnios KNDy no periodo da tarde. Ademais, o E2
promoveu maior sintese e expressao de Dyn A e também aumento das aposicbes de
Dyn A em neurdnios TIDA, o que revela uma nova perspectiva onde os neurénios KNDy,
mais especificamente as projecoes de Dyn A, estdo envolvidos no controle dos
neurénios TIDA e da secrec¢do de PRL induzida por E2.

Embora seja amplamente descrito na literatura a acao estimulatéria do E2 sobre os
neurénios kisspeptinérgicos do AVPV, o efeito deste hormdnio no ARC ainda é bastante
controverso (Kinoshita et al., 2005; Smith et al., 2005a; Smith et al., 2005b; Smith et al.,
2006; Adachi et al., 2007; Clarkson et al., 2008). Sabe- se que durante o ciclo menstrual
de mulheres e estral de ratas h& variag6es ciclicas nos niveis dos estrogenos ovarianos
necessarios para a secre¢ao pulsatil das gonadotrofinas, pico de LH e consequente
ovulagédo (Smith et al., 1975; Knobil, 1980; Fink, 1988; Freeman, 2006; Christian &
Moenter, 2010). Assim sendo, a maior secrecao de LH, bem como hipertrofia uterina
vistas em ratas em proestro, foram ac¢des causadas pelos altos niveis circulantes de E2,
caracteristicos da fase do proestro na rata, que corresponde ao periodo pré-ovulatério
em mulheres. Além disso, observamos também que a atividade dos neur6nios KNDy
varia durante o ciclo estral. O E2 foi capaz de promover um aumento de 45% na
atividade dos neurdnios KNDy nha tarde do proestro em relacdo ao diestro, momento da
ocorréncia do pico pré-ovulatério de LH. Estes dados corroboram com os achados de
Kinoshita et al. (2005), e vdo em dire¢éo oposta aos resultados encontrados por Smith
et al. (2006). Este ultimo relata que somente os neurdnios kisspeptinérgicos do AVPV
estao ativados no momento do pico pré- ovulatério de LH. Entretanto, nossos achados
apontam para a participacdo dos neurdnios KNDy no mecanismo de feedback do E2

sobre a secrecdo de LH, ja que a ativagcao desses neurdnios foi confirmada utilizando -
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se dois anticorpos distintos que avaliam ativacdo neuronal. Um anticorpo seletivo para
c-Fos e outro que denominamos de anti-Fos, porque compreende imunorreatividade a
todos os membros da familia Fos, i.e., c-Fos, Fos B, Fral e Fra 2 (Hoffman et al., 1993b;
Hoffman et al., 1993a). A maior expressdo de c -Fos em neurénios KNDy no final da
tarde do proestro indica que esses neurbnios devem estar liberando mais os
neuropeptideos co-expressos por eles, apesar de néo ser possivel identificar através
desse método quais sejam esses neuropeptideos. Todavia, uma maior
producao/liberacdo de Kp encontra suporte em um estudo recente que demonstra um
aumento da concentracao de Kp no ARC de ratas OVX+E2 no periodo da tarde (Kalil et
al., 2016). Ainda, nossos resultados confirmam que o E2 atua sobre o ARC inibindo a
expressdo de Kp pelos neurénios KNDy nas fases do proestro e estro, refletido pelo
menor nimero de neurbnios Kp-ir, acdo esta amplamente descrita na literatura, a qual
acredita-se faz parte do mecanismo de feedback negativo do E2 sobre a secrecao de
LH (Smith et al., 2005a; Smith et al., 2005b; Pinilla et al., 2012; Araujo-Lopes et al.,

2014).

Ao contrario das fémeas, ratos machos ndo apresentaram variacdo na
imunorreatividade de ¢ -Fos em neurdnios KNDy ao longo do dia. Além disso, a atividade
destes neurbnios foi semelhante a uma fémea em diestro, fase carecterizada por
apresentar baixos niveis plasmaticos de E2. Sabe-se que os niveis de E2 em machos
sdo mais baixos e ndo variam ao longo do dia, como em fémeas (Dohler & Wuttke,
1975), o que faz destes animais bons controles da agéo do E2 sobre a atividade dos
neurdnios KNDy. Com relacdo a expressédo de Kp no ARC, os machos apresentaram
cerca de 3 vezes menor expressdo quando comparados a uma fémea em diestro. Este
dado demonstra que, assim como o AVPV (Kauffman et al., 2007), a populacdo de
neurdnios Kp do nucleo ARC também é sexualmente dimérfica, sendo maior em fémeas
do que em machos. Estes achados estao de acordo com um estudo prévio que também

encontrou maior niumero de neurdnios Kp em ratas em diestro em comparacao a ratos
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machos adultos (Overgaard et al., 2013; Overgaard et al., 2014). Ainda, a expressao de
Kp no ARC de ratos machos foi menor a tarde, associada com uma reducéo da secrecao
de LH nesse periodo. Desse modo, essas variacdes devem ser causadas pela
existéncia de um padrao diario de expressao de Kp nos neurdnios KNDy, bem como de
secrecdo de LH, ainda ndo descrito em machos ou fémeas. Estudo recente nado
encontrou variacao diaria na expressao de Kissl no ARC de camundongos fémeas em
diestro (Yap et al.,, 2016). De todo modo, em machos, os neurénios KNDy devem
participar somente do controle da secrecao pulsatil das gonadotrofinas, uma vez que

nestes animais ndo ocorrem os picos de LH ou PRL induzidos pelo E2.

Para comprovar o efeito do E2 em aumentar a atividade dos neurénios KNDy,
utilizamos o modelo de feedback positivo, onde ratas OVX foram tratadas diariamente
com E2. Neste modelo experimental, a dose utilizada de E2 é capaz de induzir picos
diarios de secrec¢do de LH e PRL, semelhante ao que ocorre durante a tarde do proestro
(Legan & Karsch, 1975; Mai et al., 1994; Poletini et al., 2004; Szawka et al., 2013). Como
controle da eficacia do tratamento com E2, o Utero foi pesado e, como o verificado no
proestro, o E2 promoveu aumento do peso uterino. Ainda, 0s animais OVX
apresentaram pronunciada atrofia uterina, pois ap0s a ovariectomia ha uma reducao

brusca dos niveis de E2 circulantes, haja vista que o ovario é a principal fonte de E2.

Neste modelo de ratas OVX+E2, também observa -se um efeito dual do E2 sobre a
secrec¢do de LH. O E2 foi capaz de reduzir a secrecdo de LH as 8:00 h, como parte do
mecanismo de feedback negativo sobre a secrecdo de gonadotrofinas, ao passo que
induziu um pico de LH as 18:00 h, & semelhanga do ocorrido na tarde do proestro, como
parte do feedback positivo induzido pelo E2. Corroborando com os resultados obtidos
no proestro, ratas OVX+E2 apresentaram aumento na atividade dos neurénios KNDy as
18:00 h, visto que os neurbnios Kp-ir apresentaram maior porcentagem de colocaliza¢do
de c-Fos, o que deve resultar em uma maior liberacdo de Kp. Surpreendentemente,

embora de menor amplitude que em ratas OVX+E2, ratas OVX apresentaram maior
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imunorreatividade a ¢ -Fos em neurbnios KNDy no periodo da tarde. Sabe-se que os
neurdnios kisspeptinérgicos do AVPV de camundongos apresentam um ritmo diario
modulado por E2. A expressao de c -Fos nestes neurbnios € aumentada no periodo da
tarde em ratas OVX e esta resposta é amplificada pelo tratamento com E2 (Williams et
al., 2011). Também, é descrito um aumento na sintese de Kissl, bem como uma
reducao transitoria da expressdo de Kp no AVPV duas horas antes do pico de LH no
proestro, e essa resposta é ausente nos animais em diestro (Chassard et al., 2015).
Porém, ainda ndo esta descrita a existéncia de um padréo circadiano da atividade dos
neurdnios KNDy, dependente ou ndo de E2, o que seria responsavel pelo aumento da
atividade dos neurénios KNDy em ambos grupos. Em corcondancia aos dados prévios
da literatura, o E2 reduziu o numero de neurdnios KNDy tanto de manha quanto a tarde,
devido ao efeito inibitério deste horménio sobre a expressdo de Kp no ARC, como
observamos em estudo prévio (Araujo-Lopes et al., 2014). Estes resultados sao
coerentes com a visdo do ARC como sitio do feedback negativo do E2, responsavel
entdo pelo controle da secrecdo pulsatil das gonadotrofinas (Herbison, 2006; Beale et

al., 2014; Yeo et al., 2014).

Embora o E2 causou inibicdo dos neurénios KNDy nos dois periodos avaliados, os
neurdnios remanescentes apresentaram maior ativagdo a tarde. Essa resposta foi
fortemente correlacionada com a ativacdo dos neurénios GnRH em ratas OVX+E2.
Apesar do aumento na atividade dos neurbnios KNDy também ter sido observado no
grupo OVX as 18 h, ndo houve correlagdo com a atividade dos neurénios GnRH nestes
animais. Este achado sugere gque os neurénios KNDy remanescentes sao ativados pelo
E2. Assim poderiam atuar conjuntamente aos neurdnios kisspeptinérgicos do AVPV na
génese do pico de LH. Dessa maneira, sugerimos que o ARC ndo deva ser somente
sitio do feedback negativo, mas também possa participar do feedback positivo do E2
sobre a secrecdo de LH, embora os neurdnios kisspeptinérgicos do AVPV sejam os

principais envolvidos nesse evento (Adachi et al., 2007; Herbison, 2008). Entretanto, o
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papel dos neurbnios KNDy na génese do pico de LH parece ser inibitdrio, uma vez que
a lesdo quimica destes resultou em maiores niveis de LH durante o pico (Helena et al.,
2015; Stathopoulos et al., 2016), o que dependeria de uma maior liberacdo de Dyn.
Assim, a ativagdo dos neurdnios KNDy durante o feedback positivo do E2 parece ter a
funcao de controlar a magnitude do pico de LH, evitando uma secrecao excessiva deste

hormonio.

Sabe-se que o E2 é um potente estimulador da secrecdo de PRL e que esta é
tonicamente inibida pela dopamina proveniente principalmente dos neurénios TIDA
localizados no ARC e que se projetam para a EM (Grattan & Kokay, 2008). Dados
prévios do nosso grupo demonstraram que a injecao central de Kp promove um aumento
significativo da secrecdo de PRL em ratos machos e fémeas (Szawka et al., 2010;
Ribeiro et al., 2015). Adicionalmente, demonstramos também que altos niveis de PRL
levam & reducdo da expressédo de Kp nos neurénios KNDy e da secrecdo de LH em
fémeas (Araujo-Lopes et al., 2014). Desse modo, estes trabalhos fornecem fortes
evidéncias da participagcdo dos neurdnios KNDy no controle da secre¢éo de PRL. Neste
presente estudo notou-se uma correlacdo inversa entre atividade dos neurénios KNDy
e dos terminais dos neuronios TIDA na EM de ratas OVX+E2, dado pela menor
expressdo da enzima ativa S*p TH, passo limitante da sintese de dopamina. Ao
contrario, o E2 ndo causou alteracdo na imunorreatividade a enzima TH na EM, uma
vez que neste caso a imunorreatividade nao corresponde exclusivamente a forma ativa
da enzima. Os neur6nios TIDA apresentam um ritmo enddgeno de atividade, controlado
pelo nucleo supraquiasmatico (Mai et al., 1994). Ademais, os esteroides ovarianos nao
s6 aumentam a secrecdo de PRL via agéo direta nos lactotrofos, mas também atuam
nas trés populacdes de neurbnios dopaminérgicos, inibindo a liberacdo de dopamina
(DeMaria et al., 2000). Nossos resultados s&o consistentes com o efeito do E2 em
reduzir a atividade dos neurdnios TIDA na EM (Arbogast & Voogt, 1993; Yen & Pan,

1998). Logo, nossos resultados demonstram uma reducao no ténus dopaminérgico as
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18:00 h desencadeada pelo E2 e que esse fato esta correlacionado com a ativagédo dos
neurénios KNDy, estando estes possivelmente envolvidos no aumento da secrecéo de
PRL. De fato, um estudo recente demonstrou que a lesé@o parcial dos neurénios KNDy
reduziu a magnitude do pico de PRL em ratas OVX+E2 (Stathopoulos et al., 2016).
Grande parte das acdes do E2 sdo dadas através da ligacdo aos seus receptores
classicos: ERa ou ERB. Sabe-se que os neurbnios GnRH expressam somente a
isoforma B do receptor (Hrabovszky et al.,, 2000; Hrabovszky et al., 2001) e que os
mecanismos de feedback positivo e negativo do E2 sdo dependentes de ERa
(Wintermantel et al., 2006). Ainda, o feedback negativo parece ser dependente da
ativicdo da via ndo -classica de ERa (Glidewell-Kenney et al., 2007). Todavia, foi descrito
que tanto os neurdnios kisspeptinérgicos do AVPV quanto os neurbnios KNDy
expressam as duas isoformas de ERs, estando estes neurdnios diretamente envolvidos
no controle da secrec¢é@o das gonadotrofinas (Smith et al., 2005a; Smith et al., 2005b).
Desse modo, utilizamos o tratamento adicional com tamoxifen, que é um modulador
seletivo dos ERs (Riggs & Hartmann, 2003), para verificar a participacdo desses
receptores na ativagéo dos neurénios KNDy durante o feedback positivo induzido pelo
E2. Apds o tratamento com tamoxifen, observamos o bloqueio da resposta de ativacao
dos neurbnios KNDy induzida pelo E2 no periodo da tarde. Associado a essa resposta,
o tamoxifen foi capaz de reduzir a secre¢do de LH, bem como o peso uterino, o que
demonstra a eficacia do tratamento com o tamoxifen em antagonizar os efeitos
estimulatérios do E2 nos diferentes parametros estudados. Estes resultados estédo de
acordo com dados prévios da literatura que demonstram falha na ovulagéo e reducao
dos niveis plasmaticos de LH e PRL em ratas no proestro apds tratamento com
tamoxifen (Jordan et al., 1975; Donath & Nishino, 1998; Del Bianco-Borges & Franci,
2015). Ainda, nosso grupo demonstrou recentemente que o tamoxifen é capaz de inibir
o efeito do feedback positivo do E2, assim como os efeitos do E2 sobre os neurdnios

TIDA e consequentemente secre¢do de PRL, indicando sua agcdo como antagonista de
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ER no hipotalamo (Aquino et al., 2016). O tamoxifen apresentou também capacidade
parcial em reverter o efeito inibitério do E2 sobre a expressao de Kp pelos neurbnios
KNDy. Estes dados sdo consistentes com os obtidos por Aquino et., al. (2016), que
verificou uma reversdo parcial pelo tamoxifen do efeito inibitério do E2 sobre a
expressao de Kp no ARC de ratas OVX+E2. Assim, estes achados comprovam que as
acOes do E2 sobre os neurbnios KNDy aqui descritas sdo dependentes da ativacdo
classica de ER, uma vez que o tratamento com tamoxifen foi eficaz em bloquear a

expressao de c-Fos por estes neurénios.

Os neurdnios KNDy co -expressam Kp, NKB e Dyn A e acredita -se que sejam
essenciais para a regulacdo da secregcdo pulséatii de GnRH em diferentes espécies
(Goodman et al., 2007; Navarro et al., 2009; Hrabovszky et al., 2010; Kunimura et al.,
2016). Porém, ainda ndo estd claro o papel diferencial de cada um desses
neuropeptideos no controle da secre¢éo de LH e PRL e também como estes genes sao
regulados pelo E2. Como o esperado, a secrecdo de PRL foi maior nas ratas OVX+E2
nos dois periodos estudados, devido ao efeito estimulatorio do E2 sobre a secre¢éo de
PRL (Grattan & Kokay, 2008). Embora ratas OVX tenham apresentado um aumento
significativo da secrecdo de PRL as 18:00 h, o pico de PRL foi visto somente no grupo
OVX+E2, 0 que ressalta o efeito estimulatério do E2 para a ocorréncia do pico de PRL
as 18:00 h. O leve aumento da sua secrec¢ao vista nas ratas OVX as 18:00 h deve-se,
provavelmente, a uma variagado diaria da atividade dos neurénios TIDA (DeMaria et al.,
2000; Liang & Pan, 2000). Esta variacao diaria da secre¢do de PRL foi descrita em ratas
tanto na presenca quanto na auséncia de E2, porém, a secrecdo de PRL €
potencializada pelo E2 (Mai et al., 1994). Além disso, foi claramente observada a acao
dual do E2 sobre a secrecao de LH, visto que inibiu a secrecdo de LH no periodo da
manh&, como parte do feedback negativo, e gerou um robusto aumento na secre¢ao
deste horménio a tarde, como parte do feedback positivo induzido pelo E2. Associado

aos dados hormonais, a andlise do RNAm por RT- PCR reveleu que o tratamento com
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E2 reduziu a sintese do RNAm para Kissl no ARC, de acordo com o observado na
expressao do peptideo, que também foi reduzido pelo E2 no ARC. O fato de n&o termos
encontrado diferenca significativa na reducéo da expressao de Kissl no ARC a tarde
pode estar relacionado ao horario em que as ratas foram eutanasiadas, sugerindo o
envolvimento de um fator temporal associado a acdo do E2. De fato, notamos uma
reducdo na expressdo dos trés genes as 18:00 h nos animais OVX em relacdo ao
periodo da manhad, indicando a existéncia de um padrao diario de variagdo de expressao

dos genes KNDy.

De forma semelhante a Kp, humanos que apresentam muta¢des tanto no gene
guanto no receptor para NKB séo inférteis (Topaloglu et al., 2009) e a inje¢do de
agonista seletivo de NK3R causa um aumento na secrecdo de LH em ratos, ovelhas e
macacos (Ramaswamy et al., 2009; Billings et al., 2010; Navarro et al., 2011). Por sua
vez, também existem trabalhos que relatam uma acéo inibitéria do NKB sobre a
secrecao de LH (Navarro et al., 2009), o que torna bastante contraditorio a fungéo deste
gene na regulagdo do LH. No nosso presente trabalho, ndo observou -se nenhuma
alteracdo da expressdo do RNAm para Nkb apés tratamento com E2. Em contrapartida,
outros pesquisadores relataram um aumento na expressao do RNAm para NKB apos a
ovariectomia e durante a menopausa em mulheres (Rance & Young, 1991; Rance &
Bruce, 1994). O E2 pode reverter o aumento de Nkb causado pela ovariectomia,
entretanto, isto parece depender dos niveis circulantes deste hormonio, pois em
camundongos foi demonstrado efeito para altas doses, mas ndo baixas doses de E2
(Overgaard et al., 2014).

Ao contrério da Kp e NKB, a Dyn exerce efeitos inibitérios sobre a secrecdo
pulsatil de GnRH e consequentemente sobre o LH (Wakabayashi et al., 2010), através
da ligacdo aos receptores KOR expressos no nucleo ARC (Goodman et al., 2004).
Porém, este neuropeptideo atua diretamente na regulacdo da secrecao de PRL,

estimulando a secrecdo deste hormdnio em mamiferos (Van Vugt et al., 1981; Leadem

79



& Kalra, 1985; Gilbeau et al., 1986, 1987; Zhang et al., 2004). Com efeito, ratas OVX+E2
apresentaram um aumento na expressdo génica de Pdyn no ARC as 18:00 h,
coincidindo com os picos de LH e PRL visto nesses animais. Em camundongos, dados
de hibridizac&o in situ sugerem uma inibicdo da expressao de Pdyn pelo E2 (Navarro et
al., 2009). Isto estd em contradicdo com nossos dados de qPCR que demonstram que
0 E2 estimula a expressdo de Pdyn no ARC de ratas. Esta discrepancia pode estar
relacionada ao uso de diferentes metodologias para andlise da expressdo de Pdyn.
Outra explicacdo, é decorre do fato deste efeito do E2 ser tempo -dependente, uma vez
que ocorreu apenas no periodo da tarde, o que pode ter impedido a sua observagado no
estudo de Navarro et al. (2009). Ademais, é sabido que ratos e camundongos
apresentam diferengas genuinas na imunorreatividade a Kp, bem como expresséo do
gene Kissl no hipotdlamo (Overgaard et al., 2013), talvez 0 mesmo possa acontecer
com a Pdyn do ARC. Importante notar, todavia, que corroborando com os resultados da
expressao de Pdyn, ratas OVX+E2 apresentaram também um aumento do nimero de
neurdnios Dyn-ir no ARC, o que indica uma agéo estimulatoria do E2 em promover o

aumento tanto do gene quando do peptideo de Dyn no ARC de ratas.

E sugerido que os neurdnios KNDy participem do controle da secrecdo de PRL
via proje¢Oes inibitérias aos neurdnios TIDA, o que reduz o tbnus dopaminérgico
(Szawka et al., 2010; Sawai et al., 2012). Sabe-se que ha expressao de receptores para
Dyn A no ARC (Mansour et al., 1994, Stathopoulos et al., 2016). Aproximadamente 15%
dos neurbnios TIDA expressam Kisslr (Higo, et al., 2016), e estes sao responsivos a
injecao icv de Kp (Szawka et al., 2010). Ademais, os neurdnios TIDA também recebam
contatos de fibras Dyn -ir (Fitzsimmons et al., 1992) e respondem com aumento da
atividade elétrica em resposta a Dyn in vitro (Zhang & van den Pol, 2015). Assim, para
entender melhor o controle da secrecdo de PRL pelos neurbnios KNDy, é necessario
identificar isoladamente as proje¢Bes de Kp e Dyn A enviadas aos neurbnios TIDA.

Entretanto, o cérebro apresenta uma complexa rede de circuitos, sendo dificil identificar
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precisamente cada projecdo neuronal. Desse modo, utilizamos o método AAV -
Brainbow, onde um vetor viral expressa proteinas fluorescentes de forma Cre-
recombinase dependente, a qual é expressa nos neurbnios TIDA de ratas TH-Cre
(Witten et al., 2011). Assim, os neuronios TIDA transfectados em nosso experimento
passaram a expressar EYFP, a qual foi detectada por um anticorpo anti-GFP (Weissman
& Pan, 2015). A especificidade da transfeccéo viral foi testada previamente por Yip et
al., (dados nédo publicados), mostrando que praticamente todos o0s neurdnios
transfectados no nucleo ARC foram células que expressam TH. Logo, o AAV -Brainbow
nos permitiu quantificar as projecdes de Kp e Dyn A para 0s processos de neurdnios
TIDA. Com efeito, ratas OVX+E2, apresentaram aumento dos inputs de Dyn A aos
neurénios TIDA, tanto no soma do neurdnio quanto nos dentritos, ao passo que foi
notada uma reducdo dos inputs de Kp nas mesmas regides neuronais. Esses dados
sugerem que a Dyn A, seja o principal neuropeptideo KNDy envolvido no controle da
secrecdo de PRL. O aumento da expressao de Dyn no ARC correlacionou-se com o
maior nimero de inputs de Dyn A nos neurdnios TIDA. Uma vez que a Dyn tem efeito
inibitério sobre os neurbnios TIDA (Stathopoulos et al., 2016), isto poderia levar a
inibicdo do sistema de dopaminérgico, conduzindo, portanto, ao aumento da PRL

induzido por E2.

Sabe-se que a lesdo parcial dos neurdnios KNDy promove um aumento da
amplitude do pico de LH em ratas. Estes achados reforcam a acéo inibitéria da Dyn A
sobre a secrec¢do de LH, uma vez que os neurdnios KNDy se projetam para a APO e a
liberacédo de Dyn limita a magnitude do pico de LH (Helena et al., 2015; Mittelman-Smith
et al., 2016). Entretanto, embora a lesdo parcial dos neurénios KNDy tenha reduzido a
magnitude do pico de PRL induzido por E2, o tratamento icv com o antagonista de KOR,
Nor-BNI, ndo apresentou efeito sobre este evento hormonal (Stathopoulos et al., 2016).
Pode-se especular que a dose de Nor-BNI utilizada neste estudo n&do tenha sido

adequada para bloquear o pico de PRL, o que precisa ser melhor investigado em futuros
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estudos. Nao obstante, nossos resultados sugerem que haja uma alteracdo de fenétipo
dos neurdnios KNDy induzida pelo E2, que passam a produzir e expressar mais Dyn A
em relacdo aos demais neuropeptideos. Ainda, demonstramos que o controle da
secrecdo de PRL pelos neurénios KNDy durante o mecanismo de feedback positivo do
E2 é via aumento dos inputs inibitérios de Dyn A aos neurdnios TIDA. Portanto, nosso
trabalho fornece importantes evidéncias do envolvimento da Dyn no pico de PRL
induzido pelo E2. Por conseguinte, revelamos um novo aspecto da regulagédo
estrogénica dos neurdbnios KNDy em ratas, o que sugere a existéncia de duas
populagdes funcionalmente distintas de neurdnios KNDy, relacionadas aos mecanismos
de feedback negativo e positivo do E2. Os resultados encontrados neste trabalho
expande o0 nosso conhecimento acerca do controle neural da secregdo das

gonadotrofinas e fertilidade.
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6. Conclusdes
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O E2 exerce duplo efeito sobre a regulacéo dos neurdnios KNDy: reduz a expressao
de Kp como parte do efeito de feedback negativo sobre a secrecéo de LH e, por outro
lado, induz o aumento da imunorreatividade de ¢ -Fos em neurbnios KNDy
remanescentes no periodo da tarde, horario dos picos pré-ovulatérios de LH e PRL.
Este efeito do E2 depende da ativacao dos receptores para estrégeno, pois é revertido
pelo tamoxifen. Ainda, a ativacao dos neurénios KNDy em ratas OVX+E2 apresentou
relacdo inversa com a fosforilagdo da TH na EM e forte correlagdo positiva com a
expressao de c-Fos nos neurdnios GnRH. Estes achados sugerem a participacdo dos
neurénios KNDy no controle da ativacdo dos neurénios GnRH e dos neurbnios TIDA,
gue sao responsaveis pelos picos de secrecdo de LH e PRL, respectivamente. A maior
expressao tanto do gene quanto do peptideo para Dyn no ARC, bem como, o aumento
dos inputs de Dyn em neurénios TIDA de ratas OVX+E2, coincide com o aumento da
atividade dos neurdnios KNDy, indicando o envolvimento da Dyn dos neurénios KNDy
na génese do pico de PRL. O mecanismo proposto da regulagdo dos neurénios KNDy

pelo E2 em ratas esta exemplificado na figura 11.

+ \(Kp Kiss1-R +
E2 + " E2
EM EM
Hipofise
] LH I PRL

Figura 11: Mecanismo proposto da regulacédo dos neurénios KNDy pelo E2 em ratas. O E2 atua

de duas maneiras no ARC: inibe a expressdo de Kp como parte do mecanismo de feedback
negativo e ativa 0s neurbnios kisspeptinérgicos remanescentes, sendo esses efeitos
dependentesa de ER. Os neurdnios ativados no momento dos picos de LH e PRL induzidos pelo
E2 se projetam para a APO, onde suprimem a magnitude da secrecao de LH via sinalizacdo

Dyn/KOR. Ainda, o E2 promove 0 aumento da sintese e expressédo de Dyn e consequentemente
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h& um aumento dos inputs de Dyn A aos neurbnios TIDA, reduzindo o tdnus dopaminérgico,
resultando no aumento da secrecdo de PRL. E2, estradiol. TIDA, neurdnios tuberoinfundibular
dopaminérgico. KOR, receptor de dinorfina. Pdyn: prodinorfina. Dyn A: dinorfina A. ER: receptor
de estrogeno. ARC: nlcleo arqueado. APO: area préotica. AVPV: nucleo anteroventral
periventricular. Kp, kisspeptina. Kiss1R: receptor de Kp. EM: eminéncia mediana. LH: horm&nio

luteinizante. PRL: prolactina.
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