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RESUMO

Bohlen TM. Influéncia da sensibilidade a leptina na maturacdo sexual de camundongos. [tese
(Doutorado em Ciéncias)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomeédicas, Universidade de S&o
Paulo; 2019.

Como a incidéncia de obesidade em criancas tém aumentado e a leptina € um fator
permissivo para o inicio da puberdade, os niveis circulantes de leptina elevados se tornaram um
fator comum que pode causar um adiantamento da puberdade. Entretanto, o aumento no
acumulo de gordura nos organismos esta associado a resisténcia ao horménio leptina.
Atualmente existem poucas informacdes sobre como a sensibilidade a esse horménio afeta o
desenvolvimento sexual. Portanto, este projeto teve como objetivo investigar como diferentes
modelos de sensibilidade ou resisténcia a leptina agem na puberdade de camundongos fémeas.
Técnicas como acompanhamento in vivo das diferentes fases da maturacdo sexual e da
composicao corporal, testes de sensibilidade a leptina, testes de tolerancia a glucose e a insulina,
e PCR em tempo real foram utilizadas. Animais com maior peso corporal desde a infancia
apresentaram adiantamento da maturacdo sexual, maior acimulo de gordura corporal e
alteracbes na expressdo de genes metabdlicos. J& animais que sofreram inativacdo do gene
Socs3 no sistema nervoso central ou em células que expressam o receptor de leptina,
apresentaram um atraso na maturacdo sexual e alteragdes na expressdo de genes relacionados
ao consumo alimentar, porém nos casos de inativacdo em células Kissl, os animais ndo
apresentaram nenhum tipo de alteracdo. Dessa forma, concluimos que o peso corporal é mais
importante para o desencadear da maturacdo sexual do que a sensibilidade do organismo ao
horménio leptina, sugerindo que a leptina atua na maturagédo sexual de forma indireta sobre o
eixo hipotalamo — hipéfise — gonadal. Além disso, na analise da expressdo de genes ao longo
do desenvolvimento tracamos um perfil de genes associados a reproducdo e metabolismo, que
servirdo de base para comparacao para outros estudos.

Palavras-chave: obesidade; SOCS3, resisténcia a leptina; puberdade precoce;

reprodugao.



ABSTRACT

Bohlen TM. Leptin sensibility influences on mouse sexual maturation. [Ph. D. thesis
(Sciences)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2019.

As the incidence of obesity in children has increased and leptin is a permissive factor for the
onset of puberty, elevated circulating leptin levels have become a common factor that may
cause puberty to progress. However, the increase in fat accumulation in organisms is associated
with resistance to the hormone leptin. There is currently little information on how sensitivity to
this hormone affects sexual development. Therefore, this project aimed to investigate how
different models of leptin sensitivity or resistance act in the puberty of female mice. Techniques
such as in vivo monitoring of the different stages of sexual maturation and body composition,
leptin sensitivity tests, glucose and insulin tolerance tests, and real-time PCR were used.
Animals with higher body weight since childhood presented an advance of sexual maturation,
greater accumulation of body fat and alterations in the expression of metabolic genes. On the
other hand, animals that underwent inactivation of the Socs3 gene in the central nervous system
or cells expressing the leptin receptor showed a delay in sexual maturation and alterations in
the expression of genes related to food consumption, but in cases of inactivation in Kiss1 cells,
animals did not present any type of change. Thus, we conclude that body weight is more
important for the onset of sexual maturation than the body's sensitivity to the hormone leptin,
suggesting that leptin acts indirectly on sexual maturation on the hypothalamus - pituitary -
gonadal axis. In addition, in the analysis of gene expression along the development we have
traced a profile of genes associated with reproduction and metabolism, which will serve as a
basis for comparison to other studies.

Key - words: obesity; SOCS3, resistance to leptin; early puberty; reproduction.
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1. INTRODUCAO
1.1 Puberdade e Reproducéo

Os organismos que encontramos na Terra tém ao menos uma coisa em comum: a
capacidade de se reproduzir. Seja essa reproducdo do tipo assexual ou sexual. Sem essa
caracteristica, os organismos ndo transferem sua carga genética a nenhum descendente e,
portanto, deixam de existir. Dessa forma, 0s processos reprodutivos sdo de suma importancia
para a perpetuacdo das espécies (Darwin, 1859). No caso de animais de reproducgdo sexuada, €
necessario que os gametas de dois sexos diferentes se encontrem, e se fusionem, para que um
novo organismo seja gerado. E todo o processo reprodutivo envolve diferentes, e complexos,
sistemas fisiologicos. Dentre esses diversos sistemas, o controle exercido pelo eixo hipotalamo
— hipéfise — gonadal (HPG) na reproducdo de vertebrados pode ser considerado um dos mais
importantes (Neill et al., 2006).

A puberdade é a fase de transicdo entre a infancia e a fase adulta, sendo que em
mulheres, a primeira menstruacao é considerado um dos marcos finais para a entrada na fase
adulta (Day et al., 2015; Parent et al., 2003; Teles et al., 2008). Em roedores trés fases séo
importantes para a determinacdo da puberdade: abertura vagina, primeira cornificacdo das
células no lavado vaginal (ou 1° estro), ambos eventos dependentes do aumento dos niveis
circulantes de estrogenos, e inicio da ciclicidade estral (Bakker et al., 1977; Caligioni, 2009;
Marcondes et al., 2002; Navarro et al., 2004; Nelson et al., 1990, 1982; Yener et al., 2007;
Yoon, 1955). O ciclo estral de roedores € caracterizado por quatro fases: proestro, estro,
metestro e o diestro. As mudancas de fase ocorrem pelas variacGes no padréo de secre¢édo dos
horménios sexuais, dentre eles o estradiol (Caligioni, 2009; Nelson et al., 1982, 1981,
Parkening et al., 1982; Walmer et al., 1992). Uma fémea que tenha passado por todas as fases
pode ser considerada apta a reproducdo (Nelson et al., 1990).

Diferentes fatores podem interferir na puberdade. Diversos estudos ja mostraram que
tanto em humanos, quanto em modelos experimentais, fatores genéticos, como muta¢fes em
genes que codificam receptores e ou peptideos, podem causar adiantamento ou atraso da
puberdade (Abreu et al., 2013; Funes et al., 2003; Ojeda et al., 2010; Ojeda and Lomniczi, 2014;
Parent et al., 2003; de Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003; Teles et al., 2008); assim como
fatores ambientais, étnicos, nutricionais, bem como, atividade fisica realizada (Bohlen et al.,
2018, 2016; Parent et al., 2003; Welt et al., 2005). Um importante elo entre puberdade e estado

nutricional sdo os niveis circulantes de leptina, uma vez que € necessario que 0S organismos
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disponham de um minimo de gordura corporal para iniciar a puberdade (Ahima et al., 1996;
Frederich et al., 1995; Frisch and McArthur, 1974; Maffei et al., 1995).

1.1.1 Eixo hipotalamo-hipdfise-gonadal

Ha 60 anos, Geoffrey Harris foi um dos primeiros a formar a hipotese de que uma por¢ao
do hipotalamo era responséavel por controlar a funcdo da hipdfise (ou pituitaria) anterior,
controlando sua producdo e secrecdo, atraves de uma substancia humoral (Figura 1) (Plant,
2015; Watts, 2015). Em 1971, dois laboratérios relataram que uma molécula produzida no
hipotdlamo e liberada no sistema porta-hipofisario, controladora da sintese e da secrecao do
horménio luteinizante (LH), poderia ser a reguladora das gonadotrofinas hipofisarias (Amoss
et al., 1971; Matsuo et al., 1971). No mesmo ano, ap6s o isolamento e descricdo como um
decapeptideo, essa molécula foi sintetizada em laboratdrio, e experimentos provaram sua acdo
no controle da sintese tanto de LH como do horménio foliculo-estimulante (FSH), passando a
ser chamada como a conhecemos hoje: hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) (Schally
etal., 1971).

Com a descoberta do GnRH, os estudos que buscavam compreender sua estrutura, onde
era sintetizado, sua acdo, foram se multiplicando. Pouco tempo depois, um anticorpo para
marcacdo de GnRH foi desenvolvido (Barry et al., 1973), e desde 1989 sabe-se que 0s neurdnios
que sintetizam esse hormonio s&o fruto de divisdes celulares na placa olfativa que migram para
o0 hipotdlamo durante o desenvolvimento embrionario, se alojando na area pré-optica medial
(MPA) e no hipotalamo médio-basal (Schwanzel-Fukuda et al., 1989; Wray et al., 1989).
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Figura 1. Esquema do controle hipotalamico na reproducédo proposto por Geoffrey Harris,
modificado de Plant, 2015.

Devido ao seu papel na influéncia da sintese do LH e FSH na hipdfise, 0 GnRH foi
descrito como principal hormonio regulador do eixo HPG. Esse eixo, como seu home ja deixa
claro, é composto por trés estruturas (hipotdlamo, hipdfise e gbnadas). Os cientistas ja sabiam
que a secrecdo de LH ocorria de forma pulsatil desde o final da década de 60 (Dierschke et al.,
1970) e, com a posterior descoberta da regulacdo exercida pelo GnRH, descobriu-se que a sua
secrecdo também ocorre de forma pulsatil (Clarke and Cummins, 1982). E como funciona o
eixo HPG? O GnRH sintetizado no hipotdlamo, € liberado na eminéncia mediana, sendo
captado pelo sistema porta-hipofisario, e direcionado a hipofise anterior, onde estimulara a
sintese e liberagdo dos hormonios LH e FSH. Estes hormonios sdo liberados na corrente
sanguinea e atuardo nas gonadas. Nas fémeas adultas, o pico de LH promove a ovulacéo e a
formacéo do corpo luteo (que produzird progesterona). Em machos, a secrecdo pulsatil de LH
atua nas células de Leydig e promove a sintese e secre¢cdo de testosterona. O FSH atua na
maturacdo das celulas germinativas, ou seja, nas fémeas impede o processo de apoptose
programada dos foliculos ovarianos, e nos machos estimula a diviséo celular dos espermatocitos

primarios e capacita as células de Sertoli para continuar a formacdo dos espermatozoides. Os
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horménios sexuais produzidos pelas gonadas funcionam como algas de retroalimentacdo,

atuando diretamente tanto no hipotdlamo como na hipofise (Figura 2) (Neill et al., 2006).

MPA

Hipotalamo

S Legenda
Horménios Neuronios GnRH
Sexuais (+/-)
Y/ A
LH FSH
— (Gonadas

Figura 2. Esquema do eixo Hipotalamo — Hipofise — Gonadal sob o controle dos neurénios
GnRH da area pré-6ptica medial (MPA). Neurdnios na regidao MPA sintetizam o horménio liberador
de gonadotrofinas (GnRH) que é liberado na eminéncia mediana. O hormoénio GnRH atua na
adenohipdfise, influenciando a sintese dos hormonios luteinizante e foliculo-estimulante (LH e FSH,
respectivamente), que sdo liberados na corrente sanguinea e agem nas gbnadas, estimulando a sintese
de hormdnios sexuais que realizam o mecanismo de retroalimentacdo no eixo HPG. ARH: nucleo
arqueado; MPA: &rea pré-optica medial.

Em 2003, trés laboratérios associaram o hipogonadismo hipogonadotrofico, uma
deficiéncia reprodutiva de origem neural que provoca reducdo do tamanho gonadal e
consequente infertilidade tanto em humanos quanto em modelos experimentais, a mutacdes na
expressdo do gene Kissl ou de seu receptor, o Kisslr (anteriormente denominado de GPR54)
(Funes et al., 2003; de Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003). O gene Kissl, descrito
inicialmente como um supressor de metastase que se liga a um tipo de receptor de membrana
da familia dos receptores acoplados a proteina-G, passou entao a ser estudado com um enfoque
no sistema reprodutivo (Kotani et al., 2001; Lee et al., 1996; Ohtaki et al., 2001). A partir dessa

descoberta, foi demonstrado que neurbnios que expressam o gene Kissl (denominados como
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neurénios Kissl no presente projeto) estdo distribuidos em trés &reas hipotalamicas: nucleo
periventricular anteroventral e periventricular anterior (AVPV/PeN) e nlcleo arqueado (ARH),
dentre outras areas cuja importancia estdo sendo desvendadas (Cravo et al., 2011; Jeremy T.
Smith et al., 2006; Smith et al., 2005a). Conforme relatado por Han e outros pesquisadores, no
caso de roedores, 0s nlcleos AVPV/PeN apresentam expressao dimorfica do Kissl, além de ser
maior em fémeas, caracteristica ndo observada em relacdo ao ARH (Clarkson and Herbison,
2006; Han et al., 2005). Além disto, sabe-se que neurénios GnRH expressam receptores Kiss1r
(Irwig et al., 2004; Messager et al., 2005) e que neurdnios do nucleo AVPV/PeN e ARH
possuem projecOes para a MPA (Canteras et al., 1994; Simonian et al., 1999). Dessa forma,
houve uma mudanga significativa na descricdo do eixo HPG. Atualmente, sabe-se que
alteracdes nos niveis circulantes de estrogenos sdo percebidas pelos neurdnios Kissl, que
sintetizam as kisspeptinas (nome do peptideo sintetizado pelo gene Kissl) e informam os
neurbnios GnRH, visto que, estes ndo expressam receptores de estrégeno do tipo a (Era)
(Frazdo et al., 2013; Hrabovszky et al., 2000; Smith et al., 2005a).

Desde a descoberta dos neurdnios Kissl, busca-se compreender qual a diferenca nas
funcOes das duas principais subpopulagfes hipotalamicas. Atualmente sabe-se que neurdnios
Kissl da regido AVPV/PeN sinalizam aos neurdnios GnRH se eles devem sintetizar o
respectivo hormonio, e esse controle possivelmente ocorre pois, como alguns estudos tem
demonstrado, os neurdnios da regido AVPV/PeN atuam respondendo ao controle positivo aos
estimulos de hormdnios sexuais produzidos pelas gbnadas. Outros estudos tém demonstrado
que os neurdnios do ARH respondem ao controle negativo dos horménios sexuais gonadais,
dessa forma, sendo os responsaveis por controlar a liberacdo do horménio GnRH na eminéncia
mediana (Figura 3) (Glidewell-Kenney et al., 2007; Lehman et al., 2018; Navarro and Tena-
Sempere, 2012; Jeremy T. Smith et al., 2006; Smith et al., 2005b, 2005a).
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Figura 3. Esquema do eixo Hipotalamo — Hipéfise — Gonadal (HPG) reorganizado apés a
descoberta dos neurdnios Kissl. Neurbnios Kissl localizados nos nucleos periventricular
anteroventral e periventricular anterior (AVPV/PeN) e no nucleo arqueado (ARH) regulam o eixo HPG,
sendo considerados os principais moduladores da atividade de neurdnios GnRH. O horménio liberador
de gonadotrofinas (GnRH) atua na adenohipoéfise, influenciando a sintese dos hormonios luteinizante e
foliculo-estimulante (LH e FSH, respectivamente), que séo liberados na corrente sanguinea e agem nas
gbnadas, estimulando a sintese de horménios sexuais que, por sua vez, realizam um mecanismo de
retroalimentacéo no eixo HPG. MPA: érea pré-optica medial.

1.2 Reproducéo e Obesidade

Durante as Ultimas décadas, diversos paises estdo passando por uma epidemia de
obesidade, fato que afeta ndo apenas adultos, mas criancas e adolescentes também (World
Health Organization, n.d.). A obesidade, além de estar associada a doencas cardiacas (Cali and
Caprio, 2008), pode desencadear outras doencas e falhas metabdlicas, e atrapalhar a
convivéncia social (Griffiths et al., 2006; Janssen et al., 2004).

Sabe-se que a obesidade infantil esta relacionada ao estado nutricional da méae e também
ao aporte nutricional pés-natal. No caso de modelos animais, diferentes estudos com diferentes
roedores (ratos e camundongos) mostram que animais provenientes de ninhadas pequenas (ap0s
manipulagdo para reducdo do tamanho da ninhada) se tornam mais pesados que os pares de

ninhadas de tamanho normal, e esse peso corporal maior se mantém até a fase adulta, podendo
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ser acompanhada por diferencas no acimulo de gordura corporal ou ndo (Habbout et al., 2013;
Kennedy, 1957; Zhang et al., 2011). O excesso de consumo alimentar pos-natal, que causa o
aumento de peso dos animais, também gera outras condicdes fisioldgicas preocupantes que
podem promover diversas doencas na vida adulta (Chabod et al., 2011; Dorner and Plagemann,
1994; Habbout et al., 2013). Dentre as disfuncGes induzidas pela obesidade, € importante
destacar que 0 excesso de peso causa 0 adiantamento da maturacdo sexual em humanos e em
roedores (Bohlen et al., 2018, 2016; Burt Solorzano and McCartney, 2010; Frisch and
McArthur, 1974; Hillman et al., 2013; Kaplowitz et al., 2001; Kennedy, 1957). Diferentes
estudos comprovaram que tanto em humanos como em animais experimentais a puberdade é
antecipada devido ao maior ganho de peso (Biro et al., 2012, 2010; Bohlen et al., 2016; Chabod
etal., 2011; Habbout et al., 2013; Wattigney et al., 1999). O fato de atualmente a puberdade em
meninas estar adiantada deve ser considerado um fator de risco na populacdo, pois ja esta
descrito que o adiantamento no amadurecimento sexual aumenta as chances de
desenvolvimento de diabetes e cancer de mama na fase adulta, causa alteragdes de
comportamento durante a adolescéncia e, devido ao desenvolvimento precoce de caracteristicas
sexuais secundarias, adianta experiéncias sexuais (Golub et al., 2008; Lakshman et al., 2008;
Petridou et al., 1996; Walvoord, 2010).

1.3 A Leptina

Desde o inicio da década de 90, ja se supunha que alguma molécula relacionada ao
tecido adiposo atuava no hipotalamo e tinha uma funcéo importante no controle metabdlico
(Friedman and Leibel, 1992). Uma linhagem de animais que apresentavam peso corporal
elevado foi tratada com um horménio sintetizado em laboratério sendo que, o tratamento
induziu a reducdo de peso corporal, o desencadear da puberdade e o estabelecimento das
funcBes reprodutivas. Essa linhagem em questdo era a ob/ob, em que os animais ndo
expressavam o gene que codificava 0 hormonio leptina em homozigose. A partir de entdo foi
reconhecida a atividade e a funcdo do gene obese, sendo 0 nome atual do produto gerado por
este gene proposto por Halaas et al., cuja inspiragdo foi a palavra grega leptos (AentOc), que
para organismos, significa magro (Campfield et al., 1995; Halaas et al., 1995; Pelleymounter et
al., 1995; Zhang et al., 1994). Sendo assim, sabe-se que a leptina, uma molécula de 16-kDa, é
um hormdnio secretado de forma proporcional a quantidade de tecido adiposo que atua como
sinalizador de saciedade para o organismo (Frederich et al., 1995). Maffei e colaboradores

propuseram ainda que a resisténcia a leptina pode ser o fator que promove a obesidade e um
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consequente aumento no niveis circulantes de leptina no plasma (Coppari and Bjgrbak, 2012;
Maffei et al., 1995).

A partir de sua descoberta diferentes estudos demonstraram que a leptina é responsavel
por informar o estado nutricional do individuo, integrando as respostas neuroenddcrinas,
comportamentais e autondmicas, por estar envolvida em diversas vias de sinalizagdo entre
muitos nucleos hipotaldamicos (Elias et al., 2000; Pelleymounter et al., 1995; Zhang et al., 1994).
Sabe-se que o receptor de leptina (LepR) esta distribuido em diversos tecidos, sendo que no
sistema nervoso central (SNC), este receptor tem distribuicdo ampla, sendo encontrado em
abundancia em nucleos hipotalamicos cuja funcdo esta relacionada ao balango energético, como
0 ARH, o nucleo hipotalamico ventromedial, o ndcleo paraventricular e o ndcleo pré-mamilar
ventral (PMv), além de outras regies como cértex, hipocampo, talamo (Elias et al., 2000;
Elmquist et al., 1997; J. K. EImquist et al., 1998; Mercer et al., 1996b). Sendo a mesma
distribuicdo evidenciada em animais geneticamente modificados (Scott et al., 2009). Dentre as
funcdes da leptina estdo o aumento da termogénese e gasto energético, controle da pressdo
sanguinea por mediar as respostas homeostaticas, modulacdo do sistema nervoso simpatico e
parassimpatico e regulacdo do consumo alimentar (Haynes et al., 1997; Hwa et al., 2008;
Scarpace et al., 2017). No ARH, sabe-se que neurdnios que expressam o neuropeptideo Y e a
proteina relacionada ao gene agouti (NPY e AgRP, respectivamente, que possuem atividade
orexigénica) e neurbnios que expressam a pro-opiomelanocortina e o transcrito regulado pela
cocaina e anfetamina (POMC e CART, respectivamente, que possuem atividade anorexigénica)
coexpressam o LepR. Dessa forma, a leptina atua no controle no balango energético inibindo a
atividade de neurdonios NPY/AgRP e promovendo a atividade de neurénios POMC e CART
(Baskin et al., 1999; Broberger et al., 2002; Cheung et al., 1997; Elias et al., 2000; Hakansson
et al., 1996; Malcher-Lopes et al., 2006; Mercer et al., 1996a; Mizuno et al., 1998; Schwartz et
al., 1996; Stephens et al., 1995; Thornton et al., 1997). No que se refere a reproducao sabe-se
que os niveis circulantes de leptina no soro sao inversamente proporcional a idade de primeira
menstruacdo em humanos (Matkovic et al., 1997). Em camundongos, fémeas saudaveis, 0
tratamento com leptina em idade pré-pubere induz a antecipagdo da puberdade (Ahima et al.,
1997; Chehab et al., 1997). Além disto, tanto em humanos como em roedores a deficiéncia da
sinalizacdo da leptina no hipotalamo pode ser relacionado a casos de hipogonadismo
hipogonadotrdfico, sendo esse quadro revertido com o tratamento com leptina, como
mencionado anteriormente (Ahima et al., 1996; Chan et al., 2003; Montague et al., 1997).

Apesar de neurdbnios do MPA possuirem o LepR, ainda se discute na literatura se 0s

neurdnios GNRH possuem esse receptor, sendo em quantidades muito baixa (José Donato et al.,
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2011). Um estudo de 2009 mostrou que, em ratos de ambos os sexos, a dele¢do do LepR do
prosencéfalo desses animais fez com que eles ndo fossem férteis, e que quando essa delecdo
ocorreu apenas em neurdnios GnRH, os animais ndo eram inférteis. Além disso, analises de
PCR de neurénios GnRH de ratas mostrou que essas células ndo expressavam o RNAm do gene
do LepR (Quennell et al., 2009). Portanto, o que fica explicito é que se neurébnios GnRH
possuem o0 LepR, eles ndo sdo os responsaveis por ativar as fungbes reprodutivas desses
neurdnios.

Em camundongos machos ob/ob castrados, os neurénios Kiss1 sdo diretamente afetados
pelo efeito da leptina, a quantidade de RNAm do Kissl é quase re-estabelecido aos mesmos
niveis encontrados em animais controle, e por dupla marcacdo de hibridizacdo in situ foi
demonstrado que aproximadamente 40% dos neur6nios Kissl expressam o LepR (J. T. Smith
et al., 2006). Porém em camundongos fémeas foi mostrado que os neurdnios Kiss1 apresentam
aumento da sinalizacdo da leptina apenas apés a puberdade (Cravo et al., 2013) e que a delecdo
do LepR de células que expressam o gene Kiss1 ndo interfere na puberdade (Jose Donato et al.,
2011). Esse mesmo estudo de Donato e colaboradores em 2011 demonstrou que lesdes bilaterais
do PMv de animais ob/ob impediu a acdo da leptina enddgena em induzir a maturacéo sexual,
e que a re-expressdao do LepR unilateral no PMv de fémeas LepR-null (ou seja, que néo
expressavam o LepR) foi o suficiente para reestabelecer a maturagdo sexual desses animais
(Jose Donato et al., 2011). O PMv possui alta densidade de neurdnios que expressam o LepR
(Joel K. Elmquist et al., 1998), e como uma subpopulacdo deles faz sinapse com neur6nios
GnRH no MPA, esses neur6nios do PMv sdo potenciais responsaveis em responder a leptina e
a informar o estado metabdlico aos neurénios GnRH, dessa forma, afetando a maturagéo sexual
(Leshan et al., 2009).

1.3.1 Sinalizacao celular da leptina

A forma tridimensional da leptina se assemelha a da familia das citocinas helicoidas,
das quais a molécula interleucina-2 (IL-2) e o hormonio de crescimento fazem parte, sugerindo
que a sinalizagdo com seu receptor ativa a cascata de resposta celular via janus cinases 2 (JAK?2)
e proteinas transdutoras de sinais e ativadoras de transcricdo (STATS) (cascata JAK-STAT)
(Madej et al., 1995).

A leptina possui seis isoformas de receptores transmembrana, porém apenas a sua forma
longa (Ob-Rb) possui todos os sitios para ativar a cascata de resposta promovida pela ligacéo

da molécula ao seu receptor. A isoforma b do LepR € de cadeia Unica e pertence a familia de
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receptores de citocinas de classe | (Chen et al., 1996; Ramos-Lobo and Donato, 2017; Tartaglia
etal., 1995). Uma das vias de resposta celular quando a leptina se liga ao seu receptor, promove
a dimerizacdo do mesmo, aproximando as JAK2 associadas ao receptor e induzindo sua
fosforilagdo com residuos de tirosina, virando sitios de ligacdo para proteinas com dominios
SH2 aos quais as STATs se ligam. Apés essa ligacdo, as STATs se auto fosforilam, se
dimerizam e se separam do receptor. Uma vez desconectadas do receptor, esse dimero se
desloca para o nlcleo e promove a transcricdo de genes alvo, como por exemplo, da proteina
supressora de sinalizacdo de citocina tipo 3 (SOCS3), dentre outros. A SOCS3 vai atuar como
bloqueadora da atividade da JAK2, inibindo a resposta celular quando a leptina se liga ao seu
receptor (Figura 4) (Babon and Nicola, 2012; Banks et al., 2000; Baumann et al., 1996; Devos
et al., 1997; Ghilardi et al., 1996; Nakashima et al., 1997; Ramos-Lobo and Donato, 2017,
Tartaglia, 1997). Outra via de sinalizacao celular que pode ser recrutada pela leptina é a via da
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K). Neste caso, a resposta celular pode ser imediata, pois a
fosforilacdo da JAK2 promove a fosforilagdo do substrato de receptor de insulina (IRS), que
entdo ativa a PI3K, que induz mudancas em canais de ions na membrana celular. A via da PI3K
também pode induzir alteracdes na expressdo génica. A PI3K fosforilada vai promover a
fosforilacdo de substratos lipidicos, as proteinas dependentes de fosfoinositideo, que por sua
vez, promovem a fosforilagdo de proteinas quinases. Essas proteinas quinases fosforilam fatores
de transcricdo, que migram para o interior do nucleo e promovem a trasncri¢ao dos genes alvo.
Além disto, a ativacao do receptor de leptina também pode recrutar a via da proteino - quinases
ativadas por mitdgenos, que também poderdo induzir alteragdes na expressdao de genes alvo
(Figura 5) (Donato et al., 2010a; Niswender et al., 2003; Ramos-Lobo and Donato, 2017).
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Figura 4. Vias de sinalizacdo recrutadas pelo receptor de leptina. Representacdes das
diferentes vias de sinalizacdo que podem ser recrutadas ap0s a ativagdo do receptor de leptina, dentre
estas a via janus cinases 2 e proteinas transdutoras de sinais e ativadoras de transcri¢cdo (JAK/STATS),
via que recruta a fosfatidilinositol-3-Quinase (PI3K) e a via proteino - quinases ativadas por mitdgenos

(MAPK) Modificada de Ramos-Lobo & Donato, 2017.
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2. JUSTIFICATIVA

A obesidade e 0 sobrepeso se tornaram uns dos maiores males da sociedade moderna,
sendo que em alguns paises, mais da metade da populacdo se encontra em uma das duas
categorias. Sabe-se que sobrepeso/obesidade influencia o aparecimento precoce de doencas
cardiovasculares, disturbios mentais e problemas ortopédicos, dentre outras patologias. Além
disto, outro fator que tem chamado bastante atencéo € o desenvolvimento precoce da puberdade,
em humanos ou animais experimentais, devido ao sobrepeso/obesidade. Por outro lado, em
casos de atletas e bailarinas (atividades de alto desempenho) que apresentam uma porcentagem
de gordura corporal baixa, evidéncias demonstram o atraso na idade da menarca, sendo que,
camundongos fémeas com baixo peso corporal também apresentam alteracdes no desencadear
da maturacdo sexual (Bohlen et al., 2018; Welt et al., 2005). Apesar de toda literatura que existe
a respeito de como a sensibilidade a leptina interfere na maturacdo sexual, 0s mecanismos
moleculares envolvidos no adiantamento ou atraso do desenvolvimento puberal devido a

variagdo de peso corporal ainda ndo sdo compreendidos.
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3. OBJETIVOS

Este projeto teve como objetivo averiguar os mecanismos responsaveis pela inducdo da
puberdade, com énfase no possivel papel desempenhado pelo horménio leptina, em modelos de

hipersensibilidade ou de resisténcia a leptina.

3.1 Objetivos especificos:

a) Awvaliar o inicio e a progressao da puberdade em camundongos hipersensiveis

a leptina;

b) Investigar o inicio ¢ a progressao da puberdade em um modelo de
camundongos que apresenta obesidade infantil induzida pelo excesso de

oferta de alimento ao se reduzir o nimero de animais por ninhada;

c) Determinar a expressdo hipotaldmica de transcritos envolvidos com o

controle da puberdade nos modelos descritos anteriormente;

d) Avaliagdo da expressdo génica de nucleos hipotalamicos relacionados a
maturagdao sexual e ao controle metabolico em trés momentos da vida do

animal.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Maturacdo sexual

4.1.1 Animais utilizados

Para a realizacdo deste projeto, foram utilizados camundongos fémeas. Em todos 0s

experimentos, 0s camundongos tiveram acesso ad libitum a dieta regular de roedores (2.99

kcal/g; 9.4% calorias de gordura; Quimtia, Brazil), mantidos em ciclo de luz normal de biotério

(12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e a temperatura 22 °C. Todos os procedimentos realizados

foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (n.12/fls. 03 do livro 03, aprovado em 19/03/2013).

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais:

1)

Ninhada Reduzida (NR): composto por camundongos C57BL/6 cuja ninhada foi
reduzida 5 dias apds o nascimento, sendo a ninhada reduizda mantida com apenas 3
animais. Enquanto o grupo controle foi composto por 7-8 animais por ninhada.
Nesse grupo foram avaliados os efeitos do aumento de peso na infancia na

maturacao sexual.

Para determinarmos a importancia da expressao do gene Socs3 na maturagédo sexual 0s

animais foram divididos em trés subgrupos:

2)

3)

Nestin SOCS3 KO: Linhagem composta por camundongos geneticamente
modificados com delecdo do gene Socs3 no encéfalo, desenvolvidos através do
acasalamento da linhagem Nestin-Cre (B6.Cg-Tg(Nes-cre)1KlIn/J, Jackson
Laboratories, Bar Harbor, Maine, EUA) com camundongos que carregam os alelos
Socs3 flanqueados por sitios loxP (camundongos SOCS3-floxed, B6;129S4-
Socs3tm1Ayos/J, Jackson Laboratories). Camundongos que carregavam a delegéo
encéfalo-especifica do SOCS3 eram homozigotos para o alelo Socs3 e hemizogotos
para o transgene Nestin-Cre, enquanto seu grupo controle era composto por animais
gue continham apenas o alelo Socs3 em homozigose;

LepR SOCS3 KO: composto por camundongos geneticamente modificados com
delecdo do gene Socs3 apenas em células que expressavam o gene LepR. Essa
linhagem foi obtida através do cruzamento de camundongos da linhagem LepR-
IRES-Cre (B6.129-Leprtm2(cre)Rck/J, Jackson Laboratories) com camundongos

SOCS3-floxed. Neste caso, animais que possuiam a dele¢do eram homozigotos para
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0 alelo Socs3 e para o alelo LepR-Cre, e 0 seu respectivo grupo controle era
composto por animais homozigotos do alelo LepR-Cre.

4) Kissl SOCS3 KO: composto por camundongos geneticamente modificados com
delecdo do gene Socs3 apenas em celulas que expressavam o gene Kissl. Essa
linhagem foi obtida através do cruzamento de camundongos da linhagem Kiss1-Cre
(Cravo et al. 2011) com camundongos SOCS3-floxed. Neste grupo, os animais que
possuiam a delecdo eram homozigotos para o alelo Socs3 e heterozigoto para o alelo
Kiss1-Cre, sendo 0 seu respectivo grupo controle composto por animais que

continham apenas o alelo Socs3 em homozigose.

Os modelos animais geneticamente modificados foram gerados pelo acasalamento de
animais que possuem a tecnologia Cre/LoxP. Nesse caso, um dos animais do acasalamento
expressava um gene associado a expressdo da enzima Cre-recombinase, uma enzima que
reconhece sequéncias de nucleotideos especificos chamados de sitios LoxP. O outro animal do
acasalamento expressa outro gene flanqueado por sitios LoxP, que sdo pares de sequencias de
nucleotideos que conferem direcionamento quando reconhecidos pela enzima Cre-
recombinase. A re-combinagdo promovida pela Cre-recombinase com sitios LoxP resultou na
delecdo de um segmento de DNA ou na inversdo de um segmento de DNA para que ele pudesse
ser expresso (Kos, 2004). Em todos os grupos experimentais, as fémeas com delecéo e controle
eram selecionadas dentro das mesmas ninhadas. Os filhotes foram separados das mées com trés
semanas de idade, e foram selecionados apenas 0s animais com a genotipagem adequada.

Os animais foram genotipados via PCR. Em média, um pedaco de 2 mm de cauda foi
coletado para cada animal no dia de sua identificacdo. Esse tecido entdo passou pelo processo
de extracdo de DNA, seguindo as instrugdes do fabricante (REDEXxtract-N-Amp™ Tissue PCR
Kit, Sigma, St. Louis, Missouri, EUA). Em seguida, um mix de solucdes para PCR foi preparado
para cada primer especifico dos genes de interesse (definidos na tabela 1). O volume final por
amostra foi de 10 pl, sendo 9 pl do mix do primer e 1 ul da amostra de DNA. As amostras entdo
foram colocadas no termociclador, cada primer seguindo o protocolo préprio para sua PCR. Ao
final, essas amostras foram pipetadas em um gel de agarose a 3%, para avaliagdo em
eletroforese, dos pares de bases (pb) de cada amostra. Para cada primer avaliado, obteve-se uma

resposta diferente em quantidades de pb.
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Tabela 1. Sequéncias genémicas dos primers utilizados para genotipagem dos
animais dos diferentes grupos experimentais.

Gene

Sequéncias dos primers

SOCS3-flox

5’-CGGGCAGGGGAAGAGACTGT-3’

5’-GGAGCCAGCGTGGATCTGC-3

Nestin-Cre

5’-CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3’

5’-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3’

5’-TGCTTCTGTCCGTTTGCCGGT-3’

5’-GTGAAACAGCATTGCTGTCAC-3’

LepR-Cre

5’-ACCTGTTCCACGCACAGTCACA-3’

5’-AGCTGGCCAAATCTCAGAGCTGC-3’

5-TGCTTCTGTCCGTTTGCCGGT-3’

5’-GTGAAACAGCATTGCTGTCAC-3’

Kiss1-Cre

5’-CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3’

5’-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3’

5’-TGCGAACCTCATCACTCGTTGCAT-3’

5’-GCTCTGGTGAAGTACGAACTCTGA-3’
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Figura 5. Representacdo gréfica das temperaturas durante termociclador. O gréfico
representa as etapas e temperaturas utilizadas no termociclador para extrair o DNA utilizado para a
genotipagem dos animais. a) fase de denaturagcdo do DNA, em que a dupla-hélice do DNA se afrouxa.
b) fase de anelamento, em que o primer agregado ao mix se anelard a parte especifica de interesse do
DNA. c) fase de extensdo, em que novas copias da regido de interesse determinada pelo primer serdo

produzidas.
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4.2 Validagdo do modelo animal

Os modelos Nestin SOCS3 KO e LepR SOCS3 KO foram utilizados e validados
anteriormente em trabalhos do nosso grupo de pesquisa (Pedroso et al., 2014; Ramos-Lobo et
al., 2017; Zampieri et al., 2015). Para a validacdo do modelo do Kiss SOCS3 KO, foi realizada
a extracdo de DNA obtido do hipotalamo e gbnadas de camundongos machos Kiss SOCS3 KO

e controle, bem como, PCR e anélise em gel de eletroforese.

4.2.1 Extracdo de DNA

Pequenos pedacos dos tecidos foram coletados e armazenados em tubo do tipo
eppendorf no gelo seco. Apds a coleta de todos os tecidos, foi adicionado 0,5 ml de proteinase
K. Com as amostras submersas, os tecidos foram incubados overnight em banho seco a
temperatura de 55° C, sendo as mostradas agitadas eventualmente. No dia seguinte, as amostras
foram tiradas do banho seco, e foi adicionado 2 pl de RNAse A aos tubos. Com essa nova
solugdo adicionada, as amostras foram incubadas durante 1 hora em banho seco a 37° C, sendo
agitadas ao longo do tempo. Terminando essa etapa, foi adicionado 0,5 ml de cloroférmio aos
tubos. Os tubos entdo foram agitados durante 5 minutos e centrifugados por 10 minutos, a
14.000 rpm, em temperatura ambiente. A solugdo dentro dos tubos se dividiu em fases, sendo
a parte superior (a aquosa) coletada e colocada num novo tubo, onde foi adicionado 0,5 ml de
cloroférmio. Foi repetida entdo a etapa de agitar durante 5 minutos e a centrifugacdo por 10
minutos, nas mesmas condicdes. Ao final dessa repeticdo, novamente a solugdo encontrava-se
dividida em fases, e novamente foi coletada e acondicionada em novo tubo a porgéo superior
aquosa. Desta vez, foi adicionado 1 ml de etanol, e os tubos foram invertidos gentilmente para
homogeneizar o contetdo. Apds essa etapa, 0 DNA precipitou, e para poder descartar 0 excesso
de etanol, os tubos foram centrifugados por 5 minutos. Na sequéncia, o etanol foi descartado e
0 tubo ficou aberto para que o0 DNA secasse parcialmente. Esse DNA obtido foi re-suspenso
com 100 ml de uma solugdo tampdo contendo Tris, &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
e agua pH 8. Apods ter sido re-suspenso, foi armazenado em geladeira (4° C, aproximadamente)
por 2 horas, agitando ocasionalmente durante esse periodo. Terminado o procedimento, 0 DNA
foi quantificado com o uso do equipamento Epoch Microplate Spectophotometer (BioTek
Instruments Inc, Winooski, Vermont, EUA) para avaliacdo da qualidade da extracao.
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4.2.2 PCR e gel de eletroforese

Para realizagéo do protocolo de PCR e preparo do gel de eletroforese, foram seguidos
0S Mesmos passos descritos na secdo 4.1.1 que trata sobre a genotipagem dos animais. Para a
realizacdo deste PCR, utilizamos primers que marcaram a recombinacdo da enzima Cre-
recombinase com os sitios LoxP, representando a marcacdo de bandas com peso molecular
menor devido a auséncia do trecho do gene deletado, no caso dos animais com a delecéo, e a
marcacdo de bandas com peso molecular maior para os animais controle. As sequéncias dos
primers foram: 5-AGTCCGCTTGTCAAAGGTATTGTCCCAC-3' (Delta SOCS3-flox) e 5'-
CGGGCAGGGGAAGAGACTGT-3'. O periodo em termociclador foi o0 mesmo utilizado para
a genotipagem, assim como o procedimento de preparo do gel de eletroforese. A delecdo do
Socs3 deve ser representada pela marcacdo no gel das bandas na altura de 250 pb, enquanto

gue, em animais controle, a marcacéo da banda é de aproximadamente 1000 pb.

4.3 Desenho experimental
4.3.1 Acompanhamento da maturago sexual

A maturacdo sexual de fémeas foi acompanhada através da determinagdo da idade e
peso desses animais em trés fases especificas:
e Abertura vaginal;
e Primeira ocorréncia de cornificacdo (1° estro);
e Primeira ocorréncia de um ciclo estral de duracdo normal (4 a 7 dias em
camundongos) (Bohlen et al., 2016; Nelson et al., 1990; Silveira et al., 2017);

O acompanhamento da maturagdo sexual e do ganho de peso semanal do grupo NR
ocorreu desde o 7° dia de vida até, aproximadamente, o 70° dia de vida, com 0 acompanhamento
de ganho de peso sendo realizado uma vez por semana. Ja o acompanhamento da maturacédo
sexual e do ganho de peso semanal dos animais dos grupos Nestin SOCS3 KO, LepR SOCS3
KO e Kiss1 SOCS3 KO ocorreu a partir do 25° dia de vida até, aproximadamente, o 70° dia de
vida, com o0 acompanhamento de ganho de peso semanal sendo realizado trés vezes por semana.
Antes do inicio da puberdade, o 6stio externo da vagina dos camundongos esta colabado, assim
é possivel determinar a idade da abertura vaginal. Dois dias ap0s esse evento, com uma pipeta
de pléastico e ponteira preenchida com salina 0,9%, foi realizado a lavagem da vagina desses

animais, para obtencdo do contetdo epitelial para determinacdo do ciclo estral (Caligioni,
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2009). O ciclo estral foi acompanhado diariamente para determinagéo da primeira cornificagéo,
do inicio da ciclicidade estral e da regularidade da ciclicidade estral.

4.3.2 Coleta dos tecidos

Os animais foram anestesiados, e apds confirmagdo da anestesia, foram decapitados.
Todas as coletas foram realizadas entre 15h e 17h. Fémeas adultas, quando selecionadas para
experimento, se encontravam em diestro, entretanto, os tecidos também foram coletados em
idades determinadas durante a maturagao sexual. Ap6s decapitacao, o sangue foi imediatamente
coletado em tubo “RNAse free”. Depois da coleta do sangue, o encéfalo foi dissecado para
coleta do hipotdlamo e armazenados em tubo “RNAse free” mantidos em gelo seco, e

posteriormente transferidos para freezer -80 °C.

Os seguintes tecidos foram coletados:

e Hipotadlamo total, seguindo os seguintes parametros: rostro-caudal, 1 mm antes do
quiasma optico e imediatamente posterior aos corpos mamilares; lateral, definido pelo
trato Optico; e superior, pelo limite dorsal do terceiro ventriculo.

e Tecido adiposo: subcutaneo abdominal, periuterino, periovariano e retroperitoneal, para
avaliacdo da composicao corporal,

e Utero, para determinagio de seu peso;

e Sangue, para dosagem de leptina no soro.

O sangue foi centrifugado (4°C e 4000 rpm, por 10 minutos) para obtencgéo e posterior
armazenamento do soro sanguineo. O Utero foi coletado em paraformaldeido 4% e pesado 15-

20 dias apos a coleta, apds serem lavados com KPBS 0,02 molar.

4.3.3 Extrag¢do de RNA de hipotdlamo total

As amostras de hipotalamo obtidas foram processadas através do protocolo de extracao
de RNA. As amostras foram retiradas do freezer -80 °C, e em cada amostra foi adicionado 1 ml
de TRIzol® reagent (Life technologies, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
EUA). As amostras entdo foram processadas com um politron para triturar o hipotalamo. Assim
que as amostras foram homogeneizadas, elas ficaram em temperatura ambiente por 5 minutos.
Apobs isso, foi acrescentado 200 pl de cloroférmio (Synth, Diadema, Brasil), que ajuda a separar

0 RNA, do DNA e da parte lipidica. Depois de 5 minutos em temperatura ambiente, as amostras
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foram centrifugadas para separar as trés fases. Separadas as fases, coletou-se apenas o
sobrenadante (aproximadamente 400 ul), que corresponde ao RNA, que foi depositado em um
novo tubo, juntamente com 500 pl de isopropanol (Sigma). Depois de acrescentar o isopropanol
a amostra foi centrifugada, e o isopropanol descartado. O mesmo processo foi repetido duas
vezes, porém com etanol 75%. Na sequéncia esperou-se o pellet secar e na sequencia 0 mesmo
foi reidratado com 50 ul de H,0 Depc. O RNA obtido foi quantificado com o uso do
equipamento Epoch Microplate Spectophotometer (BioTek Instruments Inc) e analisado com o

software Gen5 Data Analysis (BioTek Instruments Inc).

4.3.4 Preparag¢do de cDNA

O RNA extraido passou por um pré-tratamento em que, em cada amostra, foi
acrescentado 3,36 pl de MgCl, [cloreto de magnésio, Roche (Roche Applied Science, Penzberg,
Alemanha)], 0,32 ul de DNAse e um volume especifico de H,0 Depc, para que o volume final
fosse de 20 ul. As amostras foram incubadas em termociclador, 30 minutos a 37 °C, 10 minutos
a 75 °C e alguns minutos a 4 °C. Esse procedimento foi realizado para “eliminar” qualquer
resquicio de DNA que poderia estar na amostra. Em seguida, um mix de solugdes (em que para
cada amostra houvesse: 20 pl de 5x Buffer [Invitrogen (Life technologies)], 10 ul de DTT
(Invitrogen), 20 ul de ANTP (10mM) (Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japdo), 10 ul de Random
primer (pdN6) (Roche), 20 ul de H,0 Depc e 1 ul de SuperScript II Reverse Transcriptase
(Invitrogen) foi preparado, e do qual em cada amostra foi pipetado 80 pl do mesmo, gerando
um volume final de 100 pl para cada amostra. Novamente as amostras foram incubadas no
termociclador, desta vez por 10 minutos a 25 °C, 50 minutos a 42 °C, 10 minutos a 72 °C e

alguns minutos a 4 °C. Ao final, as amostras de cDNA geradas foram armazenadas em freezer

-20 °C.

4.3.5 RT-PCR

Para a preparacao das reacdes, as amostras foram preparadas em duplicatas e o protocolo
variou de acordo com a enzima que deveria ser usada. Para as reagdes que utilizaram a enzima
SYBR® Green (Applied biosystems, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA)
o protocolo usado por amostra foi: 3,25 ul de H,0 Depc; 1,5 ul de primer do gene de interesse;
6,25 ul de enzima SYBR® Green, sendo que era acrescentado 1,5 ul de amostra de cDNA,

produzindo um volume final de 12,5 pl. Para as reagdes que utilizaram a enzima TagMan®, o
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protocolo utilizado por amostra foi: 4,4 ul de H,0 Depc; 0,35 ul de primer do gene; 6,25 ul de
enzima TagMan® (A4pplied biosystems), acrescentando 1,5 ul de amostra de cDNA, com
volume final de 12,5 pl. Na tabela 2 estdo descritas as sequéncias de primers utilizadas, bem
como, a referéncia ao protocolo. As placas foram analisadas na maquina 7500 Real Time PCR
System (Applied biosystems) e a quantidade relativa de RNAm foi calculada pelo método 244
(Biosystems, 1997; Livak and Schmittgen, 2001; Rao et al., 2013; Schmittgen et al., 2000;
Winer et al., 1999).

Dependendo da enzima utilizada (SYBR® Green ou TagMan®) o ciclo de temperaturas
ao qual as amostras foram submetidas variou. Para os genes que utilizaram a enzima SYBR®
Green, o protocolo de leitura da maquina se inicia em dois estagios de aquecimento, no primeiro
a temperatura se eleva de 25 °C para 50 °C durante dois minutos, € no seguinte estagio a
temperatura foi elevada a 95 °C por dez minutos. Em seguida inicia-se a fase de ciclos, que se
repete por quarenta vezes. Durante a repeti¢ao dos ciclos, a temperatura que ja estava em 95 °C
se manteve por 15 segundos, que caracteriza a fase de denaturagdo, quando ocorre separacao
da dupla cadeia de DNA, e entdo a temperatura ¢ diminuida para 60 °C, em que ocorre de forma
combinada as fases de anelamento e extensdo, ou seja, os primers se pareiam com a fita molde
de DNA e uma nova fita ¢ produzida, respectivamente. Apds os ciclos terminarem foi realizada
uma avaliagdo de dissociacdo utilizando a produgdo de uma curva de melting, uma sequéncia
de aumento e diminui¢ao da temperatura entre 95 °C e 60 °C (aumento da temperatura de 60 °C
para 95 °C, em que permanece por 15 segundos, seguida pelo retorno da temperatura em 60 °C
por um minuto, novamente um aumento da temperatura para 95 °C por trinta segundos e
finalizando em 60 °C por quinze segundos; Figura 1). Ja o protocolo de leitura dos genes que
utilizaram a enzima TagMan® consiste no mesmo protocolo da enzima SYBR® Green, porém

sem a parte da curva de melting (Figura 7).
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Figura 6. Ciclo de temperaturas utilizadas para a realizacido da técnica de PCR em tempo
real (RT-PCR). Grafico demonstrativo da sequéncia de temperaturas para leitura das placas de RT-PCR.
Placas que utilizam a enzima SYBR® Green passam pelo ciclo completo. As placas que utilizam a
enzima TagMan® nao passam pela parte do grafico descrita como curva de melting.

4.4 Caracterizacdo génica de ndcleos hipotalamicos durante a maturacéo sexual

Fémeas de linhagem C57BI/6 foram acompanhadas diariamente a partir do 21° ao 70°
dia de vida, para acompanhamento da maturacdo sexual conforme descrito no item 4.2.1. As
fémeas selecionadas para os experimentos estavam em 3 idades diferentes do desenvolvimento
sexual, nas fases: pré-pubere (entre 12 e 16 dias de vida), pubere (entre 38 e 42 dias de vida) e
adulta (com 10 semanas de vida, sendo selecionadas para experimento na fase de diestro). No
momento da eutanasia os encéfalos foram dissecados e submetidos a técnica de microtomia em
vibratomo, seguindo as coordenadas definidas no atlas “The mouse brain sterotaxic
coordinates” (Paxinos and Franklin, 2007). As seguintes areas hipotalamicas foram coletadas:
area hipotalamica pré-mamilar ventral (250 um de espessura, bregma de referéncia entre: -2,46
a -2,54 mm); area hipotaldamica médio basal, (500 um de espessura, bregma de referéncia entre
-1,70 mm a -2,30) e, &rea pré-optica medial (250 um de espessura, bregma de referéncia entre
0,62 a 0,38 mm).

Ap0s a obtencdo dos cortes, as areas especificas foram removidas bilateralmente com
uma agulha estéril de 18G x 1”. Ao final da microdisseccdo dos nticleos de interesse, esses
foram colocados em tubos do tipo eppendorf e armazenados a -80°C até 0 momento da extracdo
de RNA e preparo do cDNA. O RNA total das amostras coletadas foi extraido com o kit de
isolamento PicoPure RNA, seguindo as instruc6es do fabricante (Thermofisher Scientific) e o

cDNA foi preparado conforme descrito no item 4.3.4, entretanto, estas amostras ndo foram
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submetidas a pré-tratamento com DNAse. As reagdes de RT-PCR seguiram a descri¢do do item
4.3.5, sendo que os primers utilizados estdo descritos na Tabela 2.

Os Cts dos genes constitutivos p-actina (componente do citoesqueleto), Ppia
(componente do citoesqueleto) e Gapdh (componente citoplasmatico), foram usados para
normalizar, por meio da analise 2744¢¢, os Cts dos demais genes avaliados. Para as areas pré-
oOptica medial e hipotalamica médio basal, foi utilizada a média geométrica dos trés genes
constitutivos, enquanto que para a area pré-mamilar ventral foi usada para normalizacdo a
média geométrica dos genes constitutivos Gapdh e Ppia. Em todas as areas analisadas, o grupo
Adulto foi usado como grupo controle para comparagao dos valores obtidos.

Tabela 2. Lista de genes analisados via RT-PCR. Lista dos genes, suas sequéncias e 0
tamanho do amplicon que foram usados na analise dos hipotilamos totais coletados.

Direcdo da ] ) Comprimento do
Gene o Sequéncia do primer )
sequéncia amplicon (pb)
Ppia Sq TATCTGCACTGCCAAGACTGAGT 108
(constitutivo) ASq CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC
Actb Sq CCTCTGAACCCTAAGGCCAA %0
(constitutivo) ASq AGCCTGGATGGCTACGTACA
Gapdh Sq GGCAGCCCAGAACATCAT 110
(constitutivo) ASq CCGTTCAGCTCTGGGATGAC
Sq GAGGCCACTGAACATCTTTGTC
Pomc 253
ASq GCAGAGGCAAAACAAGATTGG
A Sq CTTTGGCGGAGGTGCTAGAT -
r
al ASq AGGACTCGTGCAGCCTTACAC
N Sq CAGATACTACTCCGCTCTGCG 7o
P ASq GGGCTGGATCTCTTGCCATA
Sq CCGAGCCCTGGACATCTACT
Cart 64
ASq CCGCCTTGGCAGCTCCTT
Sq GGCTTCTGCCATTTGATCCAC
Gnrhl 197
ASq CCCTTTGACTTTCACATCC
Kiss1 Sq GGCAAAAGTGAAGCCTGGAT -
iss
ASq GATTCCTTTTCCCAGGCATT
Esr1 Sq GCAGATTGGGAGCAGCTGGTTCA 199
sr
ASq TGGAGATTCAAGTCCCCAAA
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Tabela 2. Continuacéo

Direcéo da o ] Comprimento do
Gene . Sequéncia do primer )
sequéncia amplicon (pb)
Sq GCCAACCTCCTGATGCTTCTTT
Esr2 146
ASq TTGTACCCTCGAAGCGTGTGA
A Sq GAGTACCCTATCCCAGTCCCA 106
r
ASq TGGTCCCTGGTACTGTCCAA
5 Sq GTGCTTACCTGTGGGAGCTG -
r
J ASq TGCAGTCATTTCTTCCAGCACA
Sq CCGCTCCATCTCTCTGGAAG
Tac2 93
ASq TGCATGTCACGTTTCTGTGG
Gal Sq TGTCGCTAAATGATCTGTGGTTGTC 101
a
ASq TGCAACCCTGTCAGCCACTC
Oborh Sq ACTTAATTTCCAAAAGCCTGAAACA 83
-r
ASq CCAGAAGAAGAGGACCAAATATCAC
Sq CGGACCTTGTAGCTCTTCCTC
Nosl 179
ASq TTCGGCTGTGTCTTTGATGGA
Sq AGCTGGACGAAGCAAATCCT
Mkrn3 63
ASq GTTATCGCCCTCCTTGCACT
Sq AGGAACCATGGCAGTGCATC
DIkl 103
ASq CAAGTTCCATTGTTGGCGCA
Dio? Sq TGCTGACCTCAGAAGGGCT o6
io
ASq GGGAGCATCTTCACCCAGTTT
Dio3 Sq TTGTCCGACCTGATGGCTTC 77
io
ASq AAAATTGAGCACCAACGGGC

4.5 Teste de Tolerancia a Glicose e a Insulina

Nos animais Kissl SOCS3 KO e controle, foi realizado o teste de tolerancia a glicose
(Glucose Tolerance Test — GTT). Para a realizacdo do GTT fémeas adultas (10 — 12 semanas
de vida) foram individualizadas 3 dias antes do teste para se adaptarem ao isolamento e terem
seu peso e consumo alimentar monitorado. No dia do teste, os animais foram colocados em
restricdo alimentar 4 horas antes (por volta das 10h da manh&). Amostras de sangue caudal
desses animais foi coletado antes da injecdo (tempo 0, basal) e, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos

depois da injecdo intraperitoneal de glicose (2g de glicose/Kg). A glicemia foi avaliada por
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glicosimetro portatil (One Touch Ultra® - Johnson & Johnson), para obtencdo das
concentragOes de glicose para o calculo da area sob a curva de glicose sérica.

Essas mesmas fémeas foram submetidas ao teste de tolerancia a insulina (Insulin
Tolerance Test — ITT). Esse teste foi realizado a partir do terceiro dia apds o GTT, periodo em
que a ragdo e 0 peso corporal continuou sendo monitorado. No dia do teste, o preparo dos
animais é o mesmo para o GTT, as fémeas foram colocadas em restri¢cdo alimentar 4 horas antes
do teste. Amostras de sangue caudal foi coletado no tempo 0, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos apds
a injecdo intraperitoneal de insulina (0,75 Ul/g). A glicemia foi avaliada por glicosimetro
portatil como mencionado, para obtencdo das concentrac@es de glicose para o célculo da area

sob a curva relativa ao momento inicial (tempo 0).

4.6 Dosagem hormonal

O soro sanguineo obtido na coleta do sangue no momento do sacrificio dos animais foi
utilizado para determinacéo das concentracgdes de leptina e estradiol circulante por teste ELISA
de acordo com especificacbes do fabricante (estradiol: Mouse/Rat Estradiol ELISA —
Calbiotech EI Cajon, California, EUA; leptina: Mouse Leptin ELISA kit, #90030 — Crystal
Chem, lllinois, EUA).

4.7 Teste de sensibilidade a leptina

Para avaliar a sensibilidade a leptina nos modelos propostos, fémeas adultas (12 - 14
semanas de vida) dos grupos NR, LepR SOCS3 KO, Nestin SOCS3 KO e Kissl SOCS3 KO,
bem como, respectivos controles, foram isoladas, alimentadas ad libitum e no primeiro dia de
teste, receberam uma injecdo intraperitoneal de tampao fosfato salina (PBS) as 18 h (2 horas
antes do ciclo escuro comecar). O consumo alimentar e o peso corporal foram mensurados ap6s
4, 12 e 24 horas ap6s a aplicacdo do PBS. O consumo alimentar foi avaliado medindo o peso
da racdo que estava na gaiola do animal e o peso do animal no momento da injecdo e nos
horéarios definidos. Assim foi possivel comparar a média de alimento ingerido entre 0s grupos
experimentais e seus controles, e também quanto o animal reteve de alimento no organismo ao
avaliar o ganho/perda de peso durante esse periodo. No segundo dia ap0s a primeira injecao, as
fémeas receberam outra injecdo intraperitoneal, desta vez de leptina (2,5 ug/g—Dr. A. F. Parlow
— National Homrmone and Peptide Program, National Institute of Diabetes and Digestive and
Kidney), e tiveram o peso e consumo alimentar mensurados nos mesmos periodos ja

estabelecidos. Com os dados obtidos foi determinada a porcentagem da reducdo no consumo
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alimentar com a comparacao da ingestdo alimentar apos a injecao de leptina em relacdo ao dia

de injecdo de veiculo.

4.8 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizada utilizando o software GraphPad Prism. Os
resultados foram apresentados como média * erro padrdo da média. As diferencas entre os
grupos foram comparadas usando o teste t de Student ndo pareado bicaudal, para comparagoes
entre dois grupos, e teste ANOVA ONE-WAY, com poés-teste de Tukey, para comparacao de
todos os pares nas colunas, nas comparacdes entre trés grupos. Foram considerados

estatisticamente significantes valores de P < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Fémeas criadas em ninhada reduzida apresentaram sobrepeso e antecipagéo da
maturacdo sexual

Ao acompanharmos o ganho de peso dos animais do grupo experimental NR,
observamos que estes ndo apresentavam diferenca no peso corporal aos 7 dias de vida em
relacdo ao grupo controle (2 dias apds a reorganizacdo da ninhada; Figura 7 A). Entretanto, 0s
animais do grupo NR apresentaram maior peso corporal em relagdo ao grupo controle a partir
dos 14 dias de vida (Figura 7 A). Além disso, esses mesmos animais apresentaram maior peso
corporal com relacdo ao grupo controle nas trés fases averiguadas que caracterizam a maturacédo

sexual: abertura vaginal, 1° estro e inicio da ciclicidade estral (Figura 7 B).
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Figura 7. Fémeas criadas em ninhadas reduzidas se tornaram obesas. A. Peso corporal de
fémeas nos grupos controle (n=17) e NR (n=13). B. Peso corporal dos animais em diferentes fases da
maturacgdo sexual. Média + erro padréo. *P<0,05.

Ao avaliarmos a maturagdo sexual dos animais do grupo NR observamos que 0s mesmos
apresentaram antecipacdo na idade de abertura vaginal (Figura 8 A-B), 1° estro (Figura 8 C-D)
e inicio da ciclicidade estral (Figura 8 E-F). Por exemplo, enquanto mais de 50% das fémeas
no grupo NR apresentaram abertura vaginal aos 28 dias de vida, nenhuma fémea controle
apresentou este fendmeno aos 28 dias de vida (Figura 8 A). Além disto, enquanto cerca de 80%
das fémeas do grupo NR ja havia apresentado 1° estro aos 38 dias de vida, apenas 10% das
fémeas do grupo controle haviam atingido o mesmo estagio de maturacéo sexual (Figura 8 C).
Com relacéo a idade em que detectamos o inicio da ciclicidade estral 60% dos animais do grupo
NR ja haviam apresentado pelo menos um ciclo estral regular antes dos 40 dias de vida,
enquanto que, na mesma faixa de idade menos do que 20% dos animais do grupo controle

haviam apresentado pelo menos um ciclo estral regular.
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Figura 8. Animais do grupo NR apresentam adiantamento da maturacéo sexual. A, C, E.
Gréaficos mostrando a porcentagem de fémeas dos grupos controle (n=19) e NR (n=16) que exibiram
abertura vaginal (C), 1° estro (E) e inicio de regularidade no ciclo estral (G). B, D, F. Tempo médio para
o0s grupos controle e NR para apresentarem abertura vaginal (D), 1° estro (F) e inicio da ciclicidade (H).
Média + erro padrdo. *P<0,05.

Devido a diferenca de peso corporal observada entre 0s grupos experimentais, 0
proximo passo foi avaliar os niveis circulantes de leptina. Um subgrupo de animais de ambos
o0s grupos foi sacrificado no dia da abertura vaginal. Observamos que os animais do grupo NR
apresentaram um aumento ndo significativo dos niveis circulantes de leptina (P=0,0791; Figura

9 A). Além disto, ao avaliarmos o peso uterino de ambos 0s grupos, observamos que em média
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0 peso uterino das fémeas do grupo NR, era maior em relacéo ao das fémeas do grupo controle
(Figura 9 B).
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Figura 9. Variacgdes decorrentes do aumento de peso na infancia. A. Concentracéo de leptina
no soro de fémeas no dia da abertura vaginal nos grupos controle e NR (n=7/grupo). B. Peso uterino das
fémeas dos grupos controle (n=8) e NR (n=6) no dia da abertura vaginal. Média + erro padréo. *P<0,05;
#P=0,0791.

Para avaliarmos se em uma idade especifica o adiantamento da maturacdo sexual
observado no grupo NR era seguido por outras alteracdes, como variagdes da expressao de gene
hipotalamicos, coletamos tecidos de animais com 32 dias de vida (idade média em que 0s
animais do controle apresentaram AV). Assim, nos constatamos que aos 32 dias de vida 0s
animais do grupo NR apresentaram maior acumulo de tecido adiposo nas regides
retroperitoneal, peri-uterina e subcutanea (Figura 10 A). O aumento significativo dos depdsitos
de tecido adiposo foi acompanhado por aumento significativo da leptina circulante (Figura 10
B). Além disto, observamos que o peso uterino das fémeas do grupo NR foi maior em relacdo
ao grupo controle aos 32 dias de vida (Figura 10 C). Entretanto, ndo foi constatada nenhuma
variacdo significativa na concentracdo plasmatica do estradiol circulante entre os grupos
(Figura 10 D).
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Figura 10. Avaliacéo corporal dos grupos NR e controle, com 32 dias de vida. A. Gréfico
de barras mostrando os resultados da comparacdo da adiposidade corporal entre os animais do grupo
NR e controle (n=12/grupo) em 4 regides diferentes: peri-ovariana, retroperitoneal (RP), peri-uterina,
subcutanea, e da somatdria das quatro regides. B. Concentragdo plasmatica de leptina no soro das fémeas
dos grupos NR e controle com 32 dias de vida (n=12/ grupo). C. Peso uterino das fémeas dos grupos
NR e controle com 32 dias de vida (n=12/ grupo). D. Concentragdo plasmatica de estradiol no soro das
fémeas dos grupos NR e controle com 32 dias de vida (n=12/ grupo). Média + erro padrdo. *P<0,05.

Ao avaliarmos o consumo alimentar de fémeas adultas (10-12 semanas de vida) dos
grupos NR e controle através do teste de sensibilidade a leptina (Figura 11), verificamos que as
fémeas do grupo NR apresentaram aumento no consumo alimentar ap6s as primeiras quatro
horas da injecdo de leptina. Porém, 24 horas ap0s a inje¢do de leptina, o consumo alimentar dos
animais de ambos os grupos, sofreu uma reducdo significativa em relacdo ao periodo basal.
Dessa forma, apesar de os animais do grupo NR ganharem maior peso, estes ndo apresentaram

resisténcia a leptina, pelo menos na idade escolhida para a realizagdo do teste.
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Figura 11. Fémeas adultas do grupo NR ndo apresentam resisténcia a leptina. Teste de
sensibilidade a leptina para determinar a capacidade de uma injecao intraperitoneal aguda de leptina (2,5
ng/g) para reduzir a ingestdo de alimentos em comparagdo com o dia de injecdo de veiculo (n=9-12/
grupo). Média =+ erro padrédo. *P<0,05.

5.2 Deficiéncia neuronal de SOCS3 induz a menor ganho de peso corporal e inibe a
maturacao sexual

Como 0 SOCS3 é uma proteina que pertence a uma familia de supressores de sinalizacao
de citocinas e participa da cascata de resposta ap0s a ativacdo de um receptor de citocina, como
por exemplo, o receptor de leptina, sua inativacdo pressupde uma maior sensibilidade a esse
horménio (Howard and Flier, 2006). Para determinarmos se a expressdo neuronal do gene Socs3
€ necessaria para a maturacdo sexual de camundongos animais com delecdo global do gene
Soc3 foram utilizados conforme descrito. Observamos que 0s animais do grupo experimental
Nestin SOCS3 KO apresentaram menor ganho de peso corporal ao longo do desenvolvimento

em relacdo ao seu respectivo grupo controle (Figura 12).

217 @ Controle

= Nestin SOCS3 KO . I -4
187 BT
_— __.E-—""L__—L,’
20151 E,,'jﬁ"
2
5‘_)‘ 124
9_
L * ]

30 37 40 44 47 51 54 58 61 64
Idade (dias)

Figura 12. Dele¢do neuronal do gene SOCS3 induz menor ganho do peso corporal. Peso
corporal das fémeas dos grupos controle (n=7) e Nestin SOCS3 KO (n=5). Média + erro padrao.
*P<0,05.
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No acompanhamento da maturagdo sexual as fémeas Nestin SOCS3 KO exibiram um
atraso significativo na idade em que apresentaram abertura vaginal em comparacdo ao grupo
controle (Figura 13 A-B). Enquanto apenas 10% das fémeas Nestin SOCS3 KO ja haviam
exibido abertura vaginal até os 35 dias de idade, a maioria das fémeas controle (90%) ja havia
apresentado a mesma caracteristica na mesma idade (Figura 13 A). Além disso, as fémeas
Nestin SOCS3 KO atrasaram, em média, em 10 dias a abertura vaginal em rela¢do ao grupo
controle (Figura 13 B). Surpreendentemente, apenas 16,66% das fémeas Nestin SOCS3 KO
avaliadas (1 fémea dentre 6 analisadas) apresentou 1° estro antes dos 70 dias de vida, enquanto
todos os animais controle ja haviam atingido esse estagio de maturacdo sexual nessa idade
(Figura 13 C).
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Figura 13. Deficiéncia neuronal de SOCS3 afeta o desenvolvimento sexual. A. Gréfico de
percentual de fémeas que apresentaram abertura vaginal ao longo dos dias nos grupos controle (n=11) e
Nestin SOCS3 KO (n=10). B. Idade média em que as fémeas dos grupos controle e Nestin SOCS3 KO
levaram para apresentar abertura vaginal. C. Porcentagem de animais dos grupos controle (n=7) e Nestin
SOCS3 KO (n=6) que apresentaram 1° estro. Média =+ erro padrdo. *P<0,05.

Na avaliacdo da sensibilidade a leptina, observamos que as fémeas Nestin SOCS3 KO
adultas apresentaram maior reducdo no consumo alimentar apds a administracdo de leptina
quando comparadas com o grupo controle, indicando um aumento na sensibilidade a mesma,
conforme descrito na literatura (Mori et al., 2004; Pedroso et al., 2014) (Figura 14 A). Para
determinarmos se as mudancas na maturacdo sexual podiam ser correlacionas a diferengas nos
niveis circulantes de leptina, foram coletadas amostras de soro sanguineo de um subgrupo de
animais que foram sacrificados no dia da abertura vaginal. As fémeas Nestin SOCS3 KO
apresentaram reducdo significativa nos niveis circulantes de leptina (Figura 14 B) e, na mesma

idade, menor peso uterino em relacdo as fémeas controle (Figura 14 C).
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Figura 14. Inativagdo global de SOCS3 do sistema nervoso central induz aumento da
sensibilidade a leptina. A. Teste de sensibilidade a leptina para determinar a capacidade de uma injecdo
intraperitoneal aguda de leptina (2,5 ug/g) em reduzir a ingestdo de alimentos em comparagdo com o
dia de injecdo de veiculo (n=4-10/ grupo). B. Concentracéao de leptina no soro dos grupos controle (n=4)
e Nestin SOCS3 KO (n=5) no dia da abertura vaginal. C. Peso uterino de fémeas dos grupos controle e
Nestin SOCS3 KO (n=3/grupo) no dia da abertura vaginal. Média + erro padrao. *P<0,05.

5.3 Delecdo do gene SOCS3 em células que possuem o receptor de leptina promove
atraso na maturagdo sexual

Ao contemplarmos os resultados obtidos com o grupo Nestin SOCS3 KO, notamos que
eles eram restritivos, uma vez que a maturacdo sexual se mostrou ausente. Devido a essas
limitagdes, n6s buscamos um modelo experimental mais especifico, que nos permitisse avaliar
o efeito da delecdo do gene Socs3 em uma populacdo neuronal especifica. Assim, geramos um
modelo de camundongo em que o0 gene Socs3 estava inativado exclusivamente nas células que
expressam LepR. No acompanhamento dos animais observamos que as fémeas LepR SOCS3
KO apresentaram menor ganho de peso corporal em relacdo as fémeas controle durante o
desenvolvimento (Figura 15 A). Entretanto, o peso corporal entre 0s grupos experimentais ndo

variou nas datas de abertura vaginal e 1° estro (Figura 15 B).
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Figura 15. Dele¢ao global do gene SOCS3 de células com receptor LepR causa reducéo de
peso corporal. A. Peso corporal das fémeas dos grupos controle (n=15) e LepR SOCS3 KO (n=10). B.
Peso corporal dos animais em diferentes fases do amadurecimento sexual. Média + erro padrdo. *P<
0,05.
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Entretanto, as fémeas LepR SOCS3 KO apresentaram atraso na idade de abertura
vaginal (Figura 16 A-B) e idade de 1° estro (Figura 17 C-D). Enquanto, aproximadamente 80%
dos animais controle apresentaram o 1° estro até 46 dias de vida, apenas 20% das fémeas LepR
SOCS3 KO haviam apresentando a mesma caracteristica na mesma faixa de idade (Figura 16
C). Além disso, a idade média de inicio do ciclo estral em fémeas LepR SOCS3 KO foi tardia
em relagéo ao grupo controle (Figura 16 E-F). Apenas 1 entre 16 fémeas LepR SOCS3 KO nao

apresentou regularidade no ciclo estral até os 70 dias de vida.
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Figura 16. Delecdo especifica de SOCS3 causa atraso na maturacéo sexual. A, C, F.
Gréficos mostrando a porcentagem de fémeas dos grupos controle (n=13) e LepR SOCS3 KO (n=16)
que apresentaram abertura vaginal (C), 1° estro (E) e ciclo estral normal (G). B, D, F. Tempo médio
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necessario para que as fémeas dos grupos controle e LepR SOCS3 KO apresentassem abertura vaginal
(D), 1°estro (F) e inicio da ciclicidade estral (H). Média =+ erro padrdo. *P<0,05.

Na avaliacdo da sensibilidade a leptina, verificamos que as fémeas LepR SOCS3 KO
adultas apresentaram aumento na resposta ao efeito anorexigénico agudo da leptina, apenas 24h
apos a injecdo com leptina comparadas com o grupo controle (Figura 17 A). Para
determinarmos se as mudancas na maturacdo sexual podiam ser correlacionas a diferencgas nos
niveis circulantes de leptina, foram coletadas amostras de soro sanguineo de um subgrupo de
animais que foram sacrificados no dia da abertura vaginal. Fémeas LepR SOCS3 KO
apresentaram reducdo nos niveis de leptina no soro sanguineo (Figura 17 B), e também reducao

no peso do Utero, comparadas com as fémeas controle (Figura 17 C).
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Figura 17. Inativacdo do SOCS3 em células que expressam LepR causa reducéo de peso
corporal durante a puberdade, atrasa o desenvolvimento sexual e aumenta a sensibilidade a
leptina. A. Teste de sensibilidade a leptina para determinar a capacidade de uma injecao intraperitoneal
aguda de leptina (2,5 ng/g) para reduzir a ingestdo de alimentos em comparacdo com o dia de injecéo
de veiculo (n=10/ grupo). B. Concentracdo de leptina no soro das fémeas dos grupos controle e LepR
SOCS3 KO (n=8/grupo) no dia da abertura vaginal. C. Peso uterino das fémeas dos grupos controle e
LepR SOCS3 KO (n=7/grupo) no dia da abertura vaginal. Média + erro padrdo. *P<0,05.

Para avaliarmos se variagdes semelhantes nos niveis circulantes de leptina e no tamanho
uterino ocorreriam em uma idade especifica, animais LepR SOCS3 KO foram sacrificados com
32 dias de vida. Dentre os parametros analisados, foi constatado que fémeas LepR SOCS3 KO
possuiam menor acumulo de gordura corporal em relacdo ao grupo controle (Figura 18 A), fato
que foi acompanhado por menor concentracao plasmatica de leptina (Figura 18 B). Alem disto,
verificamos que o peso uterino era semelhante entre os animais LepR SOCS3 KO e respectivo
controle (Figura 18 C), embora as concentracbes plasméticas de estradiol estivessem
aumentadas no grupo LepR SOCS3 KO (Figura 18 D).
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Figura 18. Avaliacéo corporal dos grupos LepR SOCS3 KO e controle, com 32 dias de
vida. A. Gréfico de barras mostrando os resultados da comparacdo da adiposidade corporal entre 0s
animais do grupo LepR SOCS3 KO e controle (n=10-11/ grupo) em 4 regibes diferentes: peri-ovariana,
retroperitoneal (RP), peri-uterina, subcutinea, e da somatoria das quatro regides. B. Concentracdo de
leptina no soro das fémeas dos grupos LepR SOCS3 KO e controle com 32 dias de vida (n=9-11/ grupo).
C. Peso uterino das fémeas dos grupos LepR SOCS3 KO e controle com 32 dias de vida (n=10-11/
grupo). D. Concentragdo de estradiol no soro das fémeas dos grupos LepR SOCS3 KO e controle com
32 dias de vida (n=9-11/ grupo). Média + erro padrdo. *P<0,05.

5.4 Diferentes niveis de sensibilidade a leptina promovem alteracdes na expressdo
génica de genes metabdlicos

Para determinarmos se os efeitos observados em relagdo a maturagdo sexual eram
seguidos por modificacdes na expressao de genes relacionados ao controle metabodlico ou a
regulacdo do eixo HPG, avaliamos a expressdo hipotalamica de genes especificos em dois
subgrupos experimentais: 1) animais que tiveram o hipotalamo coletado no dia de detecgdo da
abertura vaginal, nos grupos NR, Nestin SOCS3 KO, LepR SOCS3 KO e respectivos controles
e, 2) animais que foram sacrificados aos 32 dias de vida, nos grupos NR, LepR SOCS3 KO e
respectivos controles. A expressdo dos seguintes genes foi avaliada: pré-opiomelanocortina
(Pomc), transcrito regulado pela cocaina e anfetamina (Cart), neuropeptideo Y (Npy), proteina

relacionada ao gene agouti (Agrp), receptor de leptina (Ob-rb) e galanina (Gal), relacionados
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com o controle metabdlico, e 0os genes receptor de estrégeno do tipo o (Esrl), horménio
liberador de gonadotrofinas (Gnrh1l), kisspeptina (Kiss1), neurocinina b (Tac2) e 6xido nitrico
sintase 1 (Nosl), relacionados com a regulagdo de aspectos reprodutivos.

Nos encéfalos coletados no dia da abertura vaginal observamos que no grupo NR néo
houve variacao na expressao de Cart, porém houve aumento da expressao do RNAm de Pomc
e reducao na expressdao do RNAm de Npy e Agrp, em relacdo ao seu respectivo grupo controle
(Figura 19 A). Nos animais do grupo Nestin SOCS3 KO e controle, ndo foram observadas
nenhuma alteracéo significativa na expressao dos genes mencionados (Figura 19 B). Enquanto
que, na analise realizada nos hipotalamos coletados dos animais do grupo LepR SOCS3 KO,
foi constatado um aumento na expressao apenas do Npy, ja os demais genes metabolicos ndo
apresentaram variacao na expressdo em relacdo ao respectivo controle, (Figura 19 C).

Além disto, em todos 0s grupos experimentais ndo observamos variacfes na expressao
dos genes relacionados a reproducdo, como Kissl, Esrl e Gnrhl em relacdo aos seus
respectivos grupos controle. Sugerindo que os resultados observados, pelo menos nos grupos
NR e respectivo controle, bem como, LepR SOCS3 KO e respectivo grupo controle, ocorreram
devido a diferenca no peso corporal e ndo devido a alteracdo da modulacéo do eixo HPG.
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Figura 19. Expressédo génica hipotalamica no dia da abertura vaginal. A, B e C. Resultados
da anélise da expressdo génica do hipotdlamo total das fémeas dos grupos (A) NR (n=7) e controle
(n=8), (B) Nestin SOCS3 KO (n=5) e controle (n=8), (C) LepR SOCS3 KO (n=8) e controle (n=8).
Média + erro padrdo. *P<0,05.
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Ao avaliarmos a expressao de genes hipotalamicos aos 32 dias observamos que 0 grupo
NR apresentou um aumento significativo da expressdéo do RNAm que codifica o Cart e houve
aumento ndo significativo da expressdo de Pomc em relacdo ao grupo controle. Além disto, o
grupo NR apresentou reducédo da expressdo do Npy, enquanto a expressdo de Agrp nao variou.
(Figura 20 A). No grupo LepR SOCS3 KO, ndo foram observadas variacgdes significativas na
expressdo dos genes relacionados ao controle metabdlico (Figura 20 B). Em relacdo aos genes
analisado que se correlacionam com o eixo HPG, notamos que em ambos 0s grupos nao houve
variacdo na expressdao de genes importantes para a reproducdo como Gnrhl, Esrl e Kissl.
Curiosamente, tanto na analise do grupo NR em relacdo ao seu respectivo controle, como 0s
animais LepR SOCS3 KO em relagdo ao seu respectivo controle, apresentaram aumento da
expressao de Tac2 (Figura 20 A e B).
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Figura 20. Expressdo génica hipotalamica aos 32 dias de vida. A e B. Resultados da anlise
da expressdo génica do hipotalamo total de fémeas com 32 dias de vida dos grupos (A) NR e controle
(n=8/ grupo) e (B) LepR SOCS3 KO e controle (n=8/ grupo). Média + erro padrdo. *P<0,05. # P=
0,0650.
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5.5 Acasalamento de animais Kissl-Cre com animais SOCS3-flox promovem a
inativacdo do Socs3 em ceélulas que expressam o gene Kissl

Ao acasalarmos animais Kissl-Cre com animais Socs3-flox promovemos a
recombinacéo da Cre-recombinase com os sitios loxP e assim, numa mesma ninhada, geramos
animais com a inativacdo do Socs3 de células que expressam Kiss1 e animais sem a inativagéo,
que foram usados como controle. A recombinacdo, como pode ser observado na Figura 21,
ocorre quando ha a delecdo do trecho especifico que fica entre os sitios loxP. Ao fazermos a
analise do gel de eletroforese proveniente do PCR do DNA dos animais com a delecéo, 0s
animais Kissl SOCS3 KO apresentam a marcagdo das bandas na altura de 250 pares de bases
(pb) (Pedroso et al., 2014; Yasukawa et al., 2003).

Controle

Figura 21. Validacéo do animal Kiss1 SOCS3 KO. Fotografia da marcacdo das bandas do gel
de eletroforese do procedimento de validagdo do modelo Kiss1 SOCS3 KO. H: hipotadlamo. G: gbnadas.

5.6 Delecdo global do gene SOCS3 de células que expressam o gene Kiss1 ndo interfere
na maturacdo sexual de camundongos

Para determinarmos se a inativacdo do gene Socs3 apenas das células que expressam o
gene Kissl, poderia interferir no desenvolvimento e maturacdo sexual de camundongos, fémeas
Kiss1 SOCS3 KO e respectivo controle foram avaliados. Na avaliagdo do peso corporal semanal
notamos que ndo houve diferenga no ganho de peso corporal quando comparamos as fémeas
Kiss1l SOCS3 KO as fémeas controles (Figura 22 A). Além disto, a média do peso corporal no
dia em que os eventos relacionados a maturagdo sexual ocorreram foi semelhante entre os

grupos (Figura 22 B).
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Figura 22. Peso corporal ndo € afetado pela delec@o de Socs3 nas células que expressam o
gene Kissl. (A) Peso corporal das fémeas dos grupos Controle (n=14) e Kiss1 SOCS3 KO (n=13). (B)
Peso corporal dos animais em diferentes fases do amadurecimento sexual (Controle: n=20; Kissl
SOCS3 KO: n=18). Média =+ erro padréo. P>0,05.

Ao avaliarmos a maturagédo sexual das fémeas Kissl SOCS3 KO constatamos que a
delecdo do gene Socs3 em células que expressam o gene Kissl ndo foi suficiente para alterar a
idade da abertura vaginal ou 1° estro (Figura 23). Como podemos observar na Figura 23 A e B,
a idade média de abertura vaginal entre os grupos foi semelhante, sendo que, 50% dos animais
de ambos os grupos apresentaram abertura vaginal com 31 dias de vida. Em ambos 0s grupos,
Kissl SOCS3 KO e controle, a ocorréncia do 1°estro também ocorreu em idades semelhantes
(Figura 23 C e D), sendo que, 75% dos animais apresentaram a primeira cornificacao no lavado
vaginal com 58 dias de vida. Na avaliacdo do inicio de ciclicidade estral, 0 mesmo padréo se
repetiu, animais de ambos 0s grupos exibiram inicio do ciclo estral em idades semelhantes
(Figura23 E e F).
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Figura 23. Expressao de Socs3 em células que expressam o gene Kissl ndo é necessaria
para a maturacdo sexual de fémeas. (A, B, E). Gréaficos mostrando a porcentagem de fémeas Controle
e Kissl SOCS3 KO que apresentaram abertura vaginal (A; Controle: n=20; Kiss1 SOCS3 KO: n=18),
primeiro estro (B; Controle: n=20; Kiss1 SOCS3 KO: n=18) e inicio de regularidade no ciclo estral (C;
Controle: n=14; Kissl SOCS3 KO: n= 16). (B, D, F). Graficos representando o tempo médio para as
fémeas dos grupos Controle e Kiss1 SOCS3 KO apresentarem abertura vaginal (B), primeiro estro (D)
e inicio de ciclo estral (F). Média + erro padrdo. P>0,05.

Como os animais gerados representavam um novo modelo experimental ainda néo

descrito na literatura, além dos experimentos propostos, decidimos verificar outros parametros
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relacionados ao sistema reprodutivo. Avaliamos a duracdo do ciclo estral, e quantos dias as
fémeas permaneceram em cada fase do ciclo estral (estro, metestro e diestro) (Figura 24 A).
Constatamos que ndo houve variacdo nem na duracdo dos ciclos, nem no tempo de duracédo de
cada fase especifica (Controle: 5,2 £ 0,1 dias, n= 8; Kiss1 SOCS3 KO: 5,5 + 0,01 dias, n=11;
P=0,1043). Com relacdo a fertilidade, analisamos o tempo de acasalamento de fémeas Kissl
SOCS3 KO com machos homozigotos para o Socs3-flox, e também avaliamos o0 nimero de
filhotes gerados na primeira ninhada de cada uma das fémeas avaliadas. Ao compararmos 0s
dois grupos, ndo foram observadas diferencas entre o nimero de dias até as fémeas gerarem os

filhotes (Figura 24 B) e nem entre o numero de filhotes gerados (Figura 24 C).

A Controle Kissl SOCS3 KO

m 2 C
m £ U

[ Controle
154 Il Kissl SOCS3 KO

Figura 24. Inativacdo de Socs3 em células que expressam o gene Kissl ndo afetam a
fertilidade. (A) Graficos representativos demonstrando dia-a-dia do ciclo estral de fémeas Controle
(esquerda) e KO (direita). (B) Grafico mostrando o tempo médio que fémeas Controle (n=8) e KO (n=9)
levaram desde que colocadas para acasalar até a concepcao dos filhotes. (C) Gréafico demonstrando o

nimero médio de filhotes por ninhada das fémeas Controle (n=8) e KO (n=9) colocadas para acasalar.
Média + erro padrdo. P>0,05.
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5.7 Metabolismo glicémico ndo sofre alteragdes com a inativagdo de Socs3 em células
Kissl

Na analise do GTT e ITT, que indicariam alteracbes no metabolismo glicémico, visto
que células pancreaticas expressam o gene Kissl (Hauge-Evans et al., 2006), notamos que
animais com inativagdo do gene Socs3 apresentaram resposta semelhantes aos animais controle
(Figura 25). Ou seja, 0s animais Kissl SOCS3 KO também apresentaram aumento da glicemia
apos a injecao de glicose intraperitoneal, com reducédo gradual dos niveis glicémicos apds ao
longo do periodo avaliado, voltando a valores normais apds 2 horas do inicio do teste (Figura
25 A e C). Da mesma forma, ao injetarmos insulina intraperitoneal nesses mesmos animais,
ocorreu uma reducdo dos niveis glicémicos, acompanhando os valores dos animais controle, e

retornando a sua normalidade durante o periodo acompanhado (Figura 25 B e D).
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Figura 25. Inativacdo do SOCS3 de células que expressam o gene Kissl ndo interfere no
metabolismo glicémico. (A). Grafico de curva glicémica nos tempos 0, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos
apo6s uma injecdo de 2g de glicose/ Kg nas fémeas Controle (n=11) e Kiss1 SOCS3 KO (n=11). (B)
Grafico de curva glicémica nos tempos 0, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos apds uma injecdo de 0,75 ul de
insulina/ ImL de salina (0,1 mL/ 10 g de cada camundongo) nas fémeas Controle e Kiss1 SOCS3 KO.
(C) Gréfico de barras sobre a &rea sob a curva (ASC) do GTT. (D) Grafico de barras sobre a area sob a
curva do ITT. Média + erro padrdo. P>0,05.
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5.8 Resposta a leptina e composicdo corporal ndo séo afetados pela delecdo de SOCS3
em ceélulas Kissl

Ao avaliarmos o consumo alimentar de fémeas adultas (12 - 14 semanas de vida) dos
grupos Kissl SOCS3 KO e controle através do teste de sensibilidade a leptina, verificamos que
todos os animais reduziram significativamente o consumo alimentar em todos os pontos
avaliados ap0s a inje¢do, indicando que o teste funcionou, porém ndo houve diferenca entre 0s
grupos (Figura 26 A). Além disto, na anélise dos depositos da gordura corporal (Figura 26 B)

e do peso uterino (Figura 26 C) ndo foram observadas diferenca entre 0s grupos experimentais.
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Figura 26. Sensibilidade a leptina entre grupos experimentais é semelhante e a inativagédo
do SOCS3 ndo afeta a composicao corporal. (A) Teste de sensibilidade a leptina para determinar a
capacidade de uma injecdo intraperitoneal aguda de leptina (2,5 ug/g) para reduzir a ingestdo de
alimentos em comparacdo com o dia de injecao de veiculo (n= 8/ grupo). (B) Grafico de barras do peso
da gordura corporal das regides: subcutanea, peri-ovariana, peri-uterina, retroperitoneal e a somatéria
de todas essas regides (Kissl SOCS3 KO: n=10; Controle: n=11). (C) Grafico de barras da média do
peso dos uteros das fémeas sacrificadas (Kissl SOCS3 KO: n=10; Controle: n=11). Média + erro
padréo. *P<0,05.

Antes de passarmos para a segunda parte do projeto, que é a andlise das regifes

hipotaldamicas relacionadas com o controle reprodutivo e metabolico, para facilitar o



62

entendimento de todos os acompanhamentos realizados, segue uma tabela (Tabela 3) com um

resumo dos resultados mais importantes.

Tabela 3. Resumo dos resultados dos grupos acompanhados.

NR Nestin SOCS3 | LepR SOCS3 Kissl SOCS3
KO KO KO

Serum Leptina Aumenta Diminui Diminui | ---m-mmmmmeeee-
Utero Hipertrofia Atrofia Atrofia N&o muda
Gordura Maior acimulo | ---------------- Diminui N&o muda
AV Adianta Atrasa Atrasa N&o muda
1°estro Adianta | ----m-m-memeeee- Atrasa N&o muda
Ciclicidade Adianta | ----mmmmmmmeee- Atrasa N&o muda
Sensib. Leptina N&o muda Aumenta Aumenta* N&o muda

5.9 O desenvolvimento da maturacao sexual de camundongos fémeas é acompanho por
mudancas na expressao de genes hipotalamicos

Na analise das regides hipotalamicas contendo os ndcleos de interesse definimos 0s

genes a serem analisados com base em dados da literatura (Abreu et al., 2015; Bohlen et al.,

2016; Dauber et al., 2017; Ratra and Elias, 2014), sendo que foram selecionados genes

relacionados com o eixo reprodutivo e com o controle metabdlico.
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Na andlise da area pré-éptica medial (Figura 27), os genes avaliados foram: Gnrh1,
Nos1, Esrl, Esr2 (receptor de estrogeno do tipo ), Ar (receptor de andrégeno) e Pgr (receptor
de progesterona). Observamos que em relacdo as idades escolhidas, ocorreu uma diminuigéo
da expressao do gene Esrl ap06s a puberdade, e diminuigdo na expressao do gene Nosl entre as
fémeas dos grupos Pré-plbere e Pubere. Além disto, observamos um aumento do gene Ar a
partir da puberdade, e a expressdo do gene Pgr é elevada nos animais adultos, enquanto nao
foram observadas variagdes na expressao dos genes Gnrhl e Esr2.
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Figura 27. Anélise da expressdo génica de genes relacionadas com reproducéo na &rea pré-
Optica medial. Resultado da andlise da expressdo génica de fémeas nas idades pré-pubere, plbere e
adultas (n = 7/grupo). Média =+ erro padrdo. * P< 0,05.

Na analise da area hipotalamica médio basal (Figura 28), observamos que a partir da
puberdade houve um uma diminuicéo significativa da expresséo do gene Mkrn3 (makorin ring
finger protein 3) e aumento significativa na expressao dos genes DIk1 (protein delta homolog
1), Gnrh1, Ar e Pgr em relacdo aos demais grupos avaliados. Além disso, a expressdo do gene
Tac2 apresentou um aumento comparando apenas 0 grupo pré-pubere e o grupo adulto. Sendo
que, ndo foram observadas diferencas na expressdo dos genes Kissl, Esrl e Esr2 entre os
grupos.
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Figura 28. Analise da expressdo génica de genes relacionadas com reproducdo na area
médio basal. Resultado da anélise da expressdo génica de fémeas nas idades pré-plbere, pubere e
adultas (n = 5-7/grupo). Média + erro padrdo. * P< 0,05.
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Na analise da &rea pré-mamilar ventral (Figura 29), observamos um aumento da
expressdo dos genes Nosl e Pgr, sendo que, a diferenca do gene Pgr foi evidenciada apenas
entre 0s grupos pré-pubere e adulto. A expressdo do RNAm dos genes Esrl, Esr2 e Ar nédo

variou entre os grupos avaliados.

2.59
2.04

1.59

1.04
*
0.5 ﬂ
0.0 .
N A

Expressio RNAm
area pré-mamilar ventral

e <

* ‘ \
S & LA

Figura 29. Anélise da expressdo génica de genes relacionadas com reproducéo na area pré-
mamilar ventral. Resultado da analise da expressdo génica de fémeas nas idades pré-pubere, pubere e
adultas (n = 6-8/grupo). Média + erro padrdo. * P< 0,05.

A andlise dos genes relacionados ao metabolismo (Figura 30) foi realizada na area
médio basal, enquanto que na area pre-Optica medial avaliamos a expressao do Ob-rb, e na area
pré-mamilar ventral avaliamos a expressdo do gene Ob-rb e Cart. Observamos que na area
médio basal apds a puberdade ocorreu uma diminuicdo significativa da expressdo dos genes
iodotironinas deiodinases tipo 2 e 3 (Dio2 e Dio3, respectivamente). Além disso, observamos
um aumento significativo na expressdo do gene Pomc a partir da puberdade, assim como do
gene Gal, cuja diferenca foi evidenciada apenas entre os grupos pré-puberes e adulto. Por outro
lado, observamos a diminuicdo do gene Agrp quando comparado com 0s grupos pubere e
adulto. N&o foi observada diferenca na expressdo do RNAm do gene Ob-rb entre 0s grupos.
Em compensacao, na area pré-optica medial observamos uma diminuicao significativa do gene
Ob-rb a partir da puberdade. Na area pré-mamilar ventral, a expressdo do gene Cart apresentou
aumento ap0s a puberdade, enquanto que, ndo detectamos alteracdes na expressao do gene Ob-
rb.
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Figura 30. Andlise da expressdo génica de genes relacionadas com o controle metabdlico.
Resultado da analise da expressdo génica da area pré-optica medial (n = 7/grupo), area médio basal (n
= 5-7/grupo) e area pré-mamilar ventral (n = 6-8/grupo) de fémeas nas idades pré-pubere, pibere e
adultas. Média + erro padrdo. * P< 0,05.
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6. DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram que, em fémeas com maior aporte de alimento em fase
lactente (modelo Ninhada Reduzida), elas sdo mais pesadas que seu grupo controle desde os 14
dias de vida, hd adiantamento de todas as fases da maturacdo sexual e ndo ha alteracdo na
sensibilidade a leptina. J& a inativacdo do Socs3 causa diferentes graus de resposta dependendo
das células de onde sédo inativadas: 1) quando inativado globalmente do SNC (modelo Nestin
SOCS3 KO), as fémeas além de serem muito mais leves que o seu controle, apresentam apenas
a primeira das trés fases que definem a maturacdo sexual e tém a sensibilidade a leptina
aumentada; 2) quando a inativacdo do gene ocorre em células que expressam o receptor de
leptina (modelo LepR SOCS3 KO), as fémeas sdo mais leves que seu grupo controle,
apresentam um atraso no desencadear das trés fases da maturacdo sexual e a sensibilidade a
leptina também estd aumentada; 3) quando a inativacdo ocorre apenas em células que
expressam o gene Kiss1 (modelo Kiss1 SOCS3 KO), as fémeas ndo apresentaram nenhum tipo
de alteracdo, nem corporal, nem no desenvolvimento da maturacdo sexual e nem na
sensibilidade & leptina. Ainda sobre esses modelos, observamos que alguns genes no
hipotalamo relacionados a reproducéo e ao metabolismo apresentam alteracdes na expressao do
RNAmM em idade proxima ao da abertura vaginal. Falando sobre genes metabdlicos e
reprodutivos, uma outra parte deste estudo foi avaliar a variagdo que ocorre na expressdo do
RNAm de alguns genes dessas categorias durante trés idades diferentes (pré-pubere, plbere e
adulto) em ndcleos hipotalamicos especificos. Essa analise teve como objetivo tracar um perfil
sobre quais alteracdes moleculares podem estar associadas com a evolucdo do processo de
amadurecimento reprodutivo sob controle metabolico.

Em humanos, a discussdo de que um determinado peso é essencial para o desencadear
da maturacdo sexual ja esta estabelecido a algum tempo (Frisch and McArthur, 1974). Desde
entdo, diversos estudos tem demonstrado que, principalmente em meninas, tem ocorrido um
adiantamento da maturacdo sexual e que esse fendmeno pode estar intimamente relacionado ao
aumento excessivo de peso que as criangas estdo apresentando desde as ultimas décadas (Biro
et al., 2012; Day et al., 2015; Ogden et al., 2016). A obesidade e o sobrepeso infantil ja séo
considerados como doencas ndo comunicaveis pela Organizacdo Mundial de Saude (World
Health Organisation, 2016; World Health Organization - WHO, 2015), principalmente por
promoverem a predisposicao a outras doencas (Novelle et al., 2017; Speiser et al., 2005). Existe
uma miriade de fatores que podem promover a obesidade e o sobrepeso, desde a grande
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facilidade para obtencdo de alimentos de alto valor caldrico até efeitos epigenéticos e
programagcéo intrauterina (Kubo et al., 2016).

No grupo NR deste trabalho, n6s observamos que 0s animais se tornaram mais pesados
que seu grupo controle ainda em fase lactente, e que essa propor¢do de maior peso se manteve
durante todo o periodo do acompanhamento, estando de acordo com outros trabalhos na area
que se referem a camundongos e ratos (Chabod et al., 2011; Habbout et al., 2013; Heidel et al.,
1999; Kennedy, 1957; Andreas Plagemann et al., 1999; Zhang et al., 2011). Também notamos
que essas fémeas apresentaram adiantamento em todas as fases da maturacdo sexual, além de
apresentarem maior tamanho uterino e quantidade acumulada de gordura, que foi acompanhado
por niveis elevados de leptina circulante aos 32 dias de vida. Sdnchez-Garrido e colaboradores
(2013) obtiveram resultados semelhantes ao adiantamento da maturagédo sexual em ratos Wistar
machos que foram submetidos a ninhada reduzida. Nesse mesmo trabalho, entretanto, as fémeas
provenientes de ninhada reduzida, embora mais pesadas que seu grupo controle, ndo
apresentaram adiantamento da abertura vaginal (Sanchez-Garrido et al., 2013).

Apesar de alguns estudos mostrarem que roedores de ninhadas reduzidas desenvolvem
resisténcia central a leptina (A. Plagemann et al., 1999; Rodrigues et al., 2011; Zhang et al.,
2011), em nosso estudo as fémeas do grupo NR ndo apresentaram resisténcia a leptina, pelo
menos na idade avaliada. Os dados obtidos estdo de acordo com o observado em um estudo
realizado com ratas fémeas, em que os animais de ninhada reduzida, tinham mais leptina
circulante que os animais controle aos 30 dias de vida, dessa forma, levantando a hipotese de
que tivessem desenvolvido resisténcia ao hormonio. Esses animais apds 2 horas do tratamento
com leptina, apesar de ndo mostrarem diferenga na sensibilidade ao horménio com relagdo ao
grupo controle, mantiveram os niveis de leptina elevados, sugerindo que o excesso de nutricdo
em fase lactente ndo necessariamente causa resisténcia a leptina, apesar de aumentar o peso
corporal, a adiposidade e os niveis circulantes de leptina (Castro-Gonzalez et al., 2015). Apesar
de nesse estudo de Castro-Gonzélez e colaboradores ndo ter sido observado mudancas no
desencadear da maturacdo sexual das ratas que avaliaram (Castro-Gonzalez et al., 2015), um
estudo de 2016 com meninas mostrou que os niveis elevados de leptina circulante pode ser um
indicador de adiantamento da menarca, independente do indice de massa corporal (Gavela-
Pérez et al., 2016).

Nossos resultados em relacdo a expressao de genes hipotalamicos obtidos no grupo NR,
em que mostramos um aumento da expressédo de Pomc e redugéo na expressao de Npy, estdo
em acordo com resultados obtidos em protocolos que causam obesidade induzida por dieta

(Hagan et al., 1999; Pedroso et al., 2014; Ziotopoulou et al., 2017). Em outro trabalho realizado
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com ratas fémeas, foi demonstrado que os animais tratados com dieta rica em gordura em
periodo lactente se tornaram mais pesadas que seu grupo controle, e que apesar de ndo ter
acontecido adiantamento da maturacgéo sexual, 30% delas apresentaram irregularidades no ciclo
estral (Lie et al., 2013). Dessa forma, levantamos a possibilidade de que os efeitos da obesidade
induzida por reducdo de ninhada, ou outro protocolo néo explorado no presente trabalho, podem
impactar a maturacdo sexual dependendo da idade em que o individuo estiver sujeito as
alteracdes alimentares, sendo que, alteracBes cronicas em fase inicial da vida, antecedendo a
puberdade, provavelmente tem uma influéncia maior sobre a maturagédo sexual.

Ainda assim, Rodrigues e colaboradores relataram que ha um aumento da expressao de
Socs3 em ratos de ninhada reduzida, o que poderia indicar resisténcia central a leptina
(Rodrigues et al., 2011). Sabendo que 0 SOCS3 é uma das moléculas responsaveis por bloquear
a cascata de atividade do LepR (Bjarbzk et al., 1998), a inativacdo desse gene promove um
aumento da resposta celular aos efeitos de citocinas, incluindo a leptina. Por causa do efeito na
sensibilidade a leptina, diferentes estudos induziram a delecdo especifica do Socs3 em células
alvo para entender sua funcdo especifica. Em machos, a inativacdo do Socs3 no SNC melhora
a homeostase da glicose, e nos animais com inativacdo do Socs3 em células que expressam o
LepR, previne contra a resisténcia a leptina e a insulina induzida por dieta rica em caloria
(Pedroso et al., 2014). Em fémeas a inativacdo do Socs3 das células que possuem o LepR
previne ainda: 1) a hiperfagia induzida pela gravidez; 2) o acimulo de gordura corporal; 3)
melhora a resisténcia a leptina e a insulina; sem impedir as fémeas de continuarem com a
gravidez (Zampieri et al., 2015).

No presente estudo demonstramos que a inativacao especifica do gene Socs3 no SNC
ou em células que expressam o LepR, induziu o aumento da sensibilidade a leptina, como
esperado, sendo acompanho por déficits significativos na maturacdo sexual, principalmente nas
fémeas Nestin SOCS3 KO. Além disto, em ambos modelos experimentais observamos menor
ganho de peso corporal ao longo do desenvolvimento. Em camundongos um atraso na
maturacao sexual também foi observado em animais provenientes de ninhadas grandes, ou seja,
que acabam recebendo menos alimento, apresentando um quadro de desnutri¢cdo (Caron et al.,
2012). Em ratos Wistar de ambos os sexos subnutridos, 0 mesmo efeito de menor peso corporal
e atraso na maturacgédo sexual também ja foi relatado (Sanchez-Garrido et al., 2013). Alem disto,
na analise da expressdo de genes hipotalamicos, observamos aumento da expressdo do Npy,
possivelmente para servir como mecanismo compensatério devido ao baixo peso corporal.

Em animais de NR e LepR SOCS3 KO observamos o aumento da neurocinina b com

32 dias de vida. Gill e colaboradores estudaram os efeitos da neurocinina b no desencadear da
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maturacdo sexual. Eles observaram que tanto camundongos fémeas controle quanto com
delecéo do Gnrh1, com 30 dias de vida, apresentavam valores elevados de neurocinina b e de
seu receptor em funcdo da puberdade, sugerindo que durante o desencadear da maturagéo
sexual, Tac2 ndo é tdo sensivel ao controle negativo de horménios sexuais. Esse fato foi
comprovando com um experimento comparando a sensibilidade do Tac2 e do Kissl ao
estradiol, em que a expressdo de Kissl foi muito mais sensivel a regulacdo negativa do
horménio sexual (Gill et al., 2012). Em 2009 foi descoberto que mutac¢Ges na neurocinina b ou
em seu receptor causam disfuncgdes reprodutivas (Navarro et al., 2012; Topaloglu et al., 2009).

E importante destacar que animais Nestin-Cre sdo conhecidos por apresentarem menor
peso corporal, pois 0 modelo ao ser gerado teve inserido junto a Cre-recombinase o horménio
de crescimento humano (hGH), sendo que, essa insercdo promove a maior ativacdo
hipotalamica do receptor do horménio de crescimento (GHr), além do receptor de prolactina
(Declercq et al., 2015; Galichet et al., 2010). Nossos resultados sdo semelhantes a relatos ja
descritos na literatura que mostraram que animais com a inativagao global do Socs3 no SNC
apresentam outros problemas além da diminuicdo significativa do peso corporal, indicando que
0 papel do SOCS3 no SNC é muito importante para manutencao do organismo (Briancon et al.,
2010; Mori et al., 2004; Pedroso et al., 2014). Como as fémeas LepR SOCS3 KO, entretanto,
ndo apresentaram diferenca no peso corporal nas idades especificas das fases da maturacdo
sexual, nossos resultados sugerem que 0s organismos precisam atingir um determinado peso
corporal para atingir cada estagio da maturacdo sexual. Algo semelhante ja foi relatado para
garotas (Frisch and McArthur, 1974).

Dois estudos mostraram a correlagdo entre o acimulo de tecido adiposo e os niveis de
hormonios sexuais, um deles realizado em ratas e outro realizado em meninas (Cannady et al.,
2000; De Ridder et al., 1990). Por causa disso, Supomos que nossos animais apresentariam
variacdes nos niveis circulantes de estr6geno, uma vez que notamos diferencas na quantidade
de gordura acumulada. Os niveis de estradiol, porém, ndo variaram entre animais NR e seu
controle, levantando a hipoOtese de que provavelmente os niveis de estradiol ndo estdo
envolvidos no adiantamento da maturagdo sexual. Ja os animais LepR SOCS3 KO com 32 dias
apresentaram valores elevados de estradiol ao compararmos com seu grupo controle. Nesse
caso, como a idade escolhida para dosagem hormonal é muito proxima da idade em que ocorre
a abertura vaginal, fenémeno que ocorre devido a um pico de estradiol circulante (Ahimaet al.,
1997; Safranski et al., 2005), e a maior parte das fémeas eutanasiadas ainda ndo haviam
apresentado essa caracteristica, esse fator pode explicar os valores elevados de estradiol. Apesar

de ja estar demonstrado na literatura que o tamanho uterino é influenciado pelos niveis
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circulantes de estrdégeno (Frazdo et al., 2013), as diferengas observadas no tamanho uterino dos
animais ndo pbde ser explicada pelos niveis circulantes de estradiol medido. Como 0s animais
NR tiveram adiantamento da maturacdo sexual, provavelmente o Utero desses animais tenha
crescido mais rapidamente que dos animais controle, contrapondo os resultados obtidos pelos
animais com inativacdo do Socs3, que tiveram atraso na maturacdo sexual e menor tamanho
uterino.

Estudos anteriores demonstraram que alteraces do metabolismo afetam ainda a
expressao hipotalamica do gene Kissl e de seu receptor em diferentes modelos experimentais.
Animais subnutridos apresentam reducdo da quantidade de fibras kisspeptinérgicas e da
expressdo do RNAm que codifica o gene Kissl no hipotdlamo (Caron et al., 2012; Castellano
et al., 2005), e outro trabalho de Castellano e colaboradores demonstrou que processos de
inflamacdo aguda em ratos machos causam reducdo na imunorreatividade a kisspeptina no
nacleo arqueado (Castellano et al., 2010; Luque et al., 2007). Além disso, tanto camundongos
quanto ratos machos diabéticos com hipogonadismo que apresentam expressao de RNAmM de
Kissl reduzida, quando tratados com Kisspeptina-10, tém parametros reprodutivos
restabelecidos (Castellano et al., 2006). Sabe-se, entretanto, que neurdnios Kiss1 sdo responsivo
a leptina apenas ap6s a puberdade, e que a inativacdo do LepR em células que expressam o
gene Kiss1 ndo afetam o peso corporal, maturacdo sexual e fertilidade (Cravo et al., 2013; Jose
Donato et al., 2011). Resultados semelhantes foram observados no modelo gerado no presente
estudo, Kiss1 Socs3 KO, no qual nao foram observados déficits no sistema reprodutivo. Nossos
resultados, portanto, corroboram a conclusdo de que neurdnios Kissl ndo sdo alvos da
sinalizacdo da leptina durante o periodo de maturagdo sexual, entretanto, eles ndo deixam de
chamar a atencdo, visto a importancia da Socs3 na sinalizacdo de diversas citocinas. Mesmo
sabendo-se que em animais intactos um percentual baixo de neurénios Kiss1 sdo responsivos a
leptina (Cravo et al., 2011), estes neur6nios sdo responsivos a outras citocinas como, por
exemplo, prolactina e hormonio do crescimento (Araujo-Lopes et al., 2014; Brown et al., 2014;
Kokay et al., 2011; Silveira et al., 2019, 2017; Sjoeholm et al., 2011). Portanto, ndo podemos
ainda descartar a hipotese, que durante o desenvolvimento um mecanismo compensatorio
devido a inativagdo de Socs3 possa ter sido desencadeado. Importante destacar que, como ja
sabemos, humanos e animais adultos que tenham mutacgdes no gene Kissl ou de seu receptor,
apresentam infertilidade (Funes et al., 2003; de Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003). Mayer
e Boehm, porém, também demonstraram a existéncia de um mecanismo de compensacao

relacionado ao Kissl, pois mostraram que em camundongos gque ndo expressam 0 gene ou seu
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receptor, o desenvolvimento acontece normalmente e esses animais se tornam férteis, apesar de
apresentarem ovarios menores que o de animais controle (Mayer and Boehm, 2011).

Ainda, considerando que células pancreéaticas de humanos e camundongos expressam o
gene Kissl e Kisslr e que o papel desses genes no pancreas esta relacionado a um controle
parécrino ou autécrino das ilhas pancreéticas (Hauge-Evans et al., 2006), realizamos os testes
de GTT e ITT no modelo Kissl SOCS3 KO. Como mencionado anteriormente, trabalhos
anteriores do nosso grupo demonstraram que machos Nestin SOCS3 KO e animais LepR
SOCS3 KO apresentaram alteracdes na regulacao glicémica (Pedroso et al., 2014; Zampieri et
al., 2015). No nosso modelo Kissl SOCS3 KO, entretanto, ndo observamos qualquer alteragéo
no metabolismo glicémico sugerindo que, apesar de injecBes de kisspeptina exdgena aumentar
a secrec¢do de insulina induzida por glucose (Hauge-Evans et al., 2006), a expressdo de Socs3

em células Kiss1 ndo promove alteracGes no metabolismo glicémico propriamente dito.

6.1 Caracterizagao génica ao longo do desenvolvimento

Para entender os padrdes dos mecanismos moleculares durante o desenvolvimento da
maturacdo sexual, avaliamos trés regides hipotalamicas que sdo reconhecidas por seus papéis
de atuacdo na regulacdo da reproducdo e do metabolismo. S&o elas: a area pré-optica medial, a
area médio basal e a area pré-mamilar ventral. As analises foram realizadas em fémeas nas
idades pré-pubere, pubere e adulto. De forma geral, observamos que a maior parte das
diferencgas nas expressfes génicas, tanto metabdlicas quanto reprodutivas, ocorrem a partir da
fase pubere, indicando a importancia das mudancas fisiologicas para o estabelecimento da
puberdade.

Na area pré-Optica medial, encontramos o nucleo pré-éptico medial, que possui uma
populacdo de neurbnios GnRH (Canteras et al., 1994). Nossas analises indicaram que a
expressao dos genes Nosl, Esrl, Ar, Pgr e Ob-rb estdo alteradas nessa area. Com relacdo ao
Nos1, os neurbnios dessa regido que expressam esse gene ja foram relacionados ao desencadear
da reproducdo (Bellefontaine et al., 2014; Donato et al., 2010b; J. K. EImquist et al., 1998) por
responderem a efeitos regulatorios da leptina. Além disso, Kim e colaboradores (2016)
mostraram que em ratos, ha colocalizagdo dos receptores LepR e Era em aproximadamente
80% dos neurdnios dessa regido, independente do sexo (Kim et al., 2016). Em nossos
experimentos observamos que tanto a expressdo do LepR, quanto do Era, quanto do
Nosl, estdo elevados em idade pré-pubere. Assim podemos supor que a relagdo entre eles é

essencial para a preparacdo do organismo para o inicio da maturacao sexual. Também ja se sabe
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a muito tempo que essa regido comporta nucleos dimorficos para o estabelecimento de
comportamentos sexuais e que lesdes nessa regido causam alteragfes nos padrbes de
acasalamento tanto em ratos quanto em camundongos (Paredes et al., 1998; Roselli, 1991).

Um estudo mostrou que em idade pds-natal a diferenciacéo sexual sofre mais influéncia
do estrogeno do que de androgenos (Ddéhler et al., 1986). Bodo e Rissman (2008) também
mostraram que logo depois do nascimento o tratamento com andrégenos, seguido por
gonadectomia em fase adulta, causa alteracdes nos padrdes de comportamento sexual (Bodo
and Rissman, 2008). Em ovelhas adultas, foi demonstrado que a presenca de receptores de
progesterona na area pré-optica medial ndo colocaliza com neurénios GnRH e que o efeito
inibitdrio da progesterona sobre 0 GnRH n&o ocorre de forma direta (Skinner et al., 2001), e
gue camundongos fémeas com inativacéo do receptor de progesterona em neurdnios Kissl sdo
inférteis e ndo produzem picos de LH por inducéo de injecéo de estradiol (Stephens et al., 2015).
A baixa expressdo de Pgr pode ser justificada pela ndo necessidade deles nessa fase da vida,
dado que em idade pré-pubere, neurdnios GnRH estdo quiescentes e 0s animais ainda néo
entraram em maturacédo sexual.

Na area médio basal do hipotalamo esta localizado o nucleo arqueado (ARH) que possui
tanto neurdnios importantes para a reproducdo (populagdo Kissl) quanto neurdnios que
regulam o metabolismo (populagcdes POMC/Cart e AgRP/NPY). Com relacdo a reproducéo,
nessa regido observamos que as diferencas na expressdo génica ocorreram sempre em idade
pré-pubere. As alteracdes que encontramos nessa idade especifica estdo de acordo com dados
da literatura que demonstram que a expressao isolada desses genes nao sdo suficientes para o
desencadear da maturacdo sexual (Bodo and Rissman, 2008; Clarkson et al., 2008; Dohler et
al., 1986; Gill et al., 2012; Herbison, 2016; Navarro et al., 2009; Stephens et al., 2015).
Observamos também que a expressao do gene DIk1 esta reduzida nos animais pré-puberes e a
expressao do Mkrn3 esta elevada. Recentemente, mutagdes desses dois genes foram associadas
ao desencadear de puberdade precoce em humanos e modelos animais, sendo que, mutacdes
que provocam a puberdade precoce causam expressdes inversas as observadas em nosso estudo.
Dessa forma, o padrdo obtido esta de acordo com a literatura (Abreu et al., 2015, 2013; Dauber
etal., 2017).

Ainda nessa regido, observamos que a expressdo de Pomc apresenta um aumento
significativo a partir da puberdade. Como demonstrado em nossos experimentos in vivo, 0S
animais precisam atingir um peso ideal para que a maturacdo sexual seja desencadeada. Dessa
forma o aumento da expressao de Pomc a partir da puberdade pode indicar que o organismo,

apos atingir esse patamar do peso corporal para o desencadear da maturacdo sexual, comeca a
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controlar melhor o aporte de alimento dado o efeito anorexigeno desse peptideo. Também
observamos que a expressdo de galanina, difere em todas as idades avaliadas. Galanina é uma
molécula que estimula o comportamento alimentar (Bartfai et al., 1993; Wang et al., 1998) e
foi j& demonstrado que ratos com peso corporal elevado em idade neonatal apresentam
alteracOes na expressao dessa molécula (Andreas Plagemann et al., 1999; Plagemann et al.,
2002). Nossos resultados demonstram que ocorre um aumento progressivo da expressao de Gal
durante o desenvolvimento. A expressdo de Dio2 e Dio3 estavam elevadas em idade pré-pubere.
Ambas convertem o horménio inativo T, no horménio ativo T5. Animais com delecéo de Dio3
apresenta aumento da sinalizacdo de hormonios tireoidianos no SNC, promovendo efeitos
antiobesogénicos (Wu et al., 2017). Assim, podemos supor que os niveis elevados dos dois
genes estdo associados com a necessidade de o organismo ganhar peso para adentrar na
puberdade.

Na area pré-mamilar ventral observamos que os genes com alteracdes em sua expressao
apresentavam niveis reduzidos de RNAm em idade pré-plbere. Nessa area esta localizado o
nacleo pré-mamilar ventral (PMv), e nossas analises demonstraram que ocorreu uma reducdo
da expressao de Nos1. Assim como na area pré-optica medial, 0s neurdnios que expressam esse
gene, na area pré-mamilar ventral, foram associados a reproducdo devido as respostas aos
efeitos regulatérios da leptina, sendo que, lesbes em neurénios do PMv causam alteracdes na
expressao de Kissl e Gnrhl (Donato et al., 2013, 2010b). Sabe-se que essa regido possui alguns
neurbnios que expressam o receptor de progesterona, porém que seu papel ainda ndo estd muito
claro (Donato and Elias, 2011; Intlekofer and Petersen, 2011). O que observamos em nossas
analises é que ocorre um aumento da expressdao do RNAm do Pgr a partir da puberdade. O
mesmo padrdo de resposta foi encontrado para a expressao do RNAm de Cart. Como ja
demonstrado na literatura, os neurénios do PMv que expressam o LepR também expressam
Cart, mas que o efeito metabdlico ainda é debatido (Elias et al., 2000). Curiosamente, em ratos
machos adultos inexperientes expostos ao odor de fémeas induziu o aumento da expressdo de
Cart na porcdo ventral do PMv (Cavalcante et al., 2006). Sabendo que neurdnios do PMv
projetam fibras para diversas areas hipotalamicas (Canteras et al., 1994; Donato et al., 2009),
inclusive as outras duas areas analisadas neste projeto, podemos supor que os efeitos observados
na &rea pré-mamilar ventral auxiliam na coordenacdo do desencadear da maturacdo sexual.

Com esses resultados de animais selvagens conseguimos tracar um perfil genético da
expressao de genes metabolicos e reprodutivos em areas hipotalamicas importantes para o

controle dessas fungGes. Assim, em estudos futuros, conseguiremos comparar os resultados de
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modelos experimentais para avaliarmos se houve algum desbalango nesse fino controle

genético.
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7. CONCLUSOES

Com base em nossos resultados, podemos concluir que o peso corporal é mais
importante para o desencadear da maturagdo sexual do que a sensibilidade do organismo ao
horménio leptina, sugerindo portanto, que a leptina atua na maturacao sexual de forma indireta
sobre os neurdnios hipotalamicos, importantes reguladores do eixo hipotalamo — hipéfise —
gonadal.

Além disso, ao tracar um perfil da expressao génica hipotalamica em diferentes idades
poderemos no futuro avaliar se déficits da maturacdo sexual podem ser correlacionados a
expressao do RNAm que codificam a expressao de receptores de horménios sexuais, peptideos

correlacionados a fungdes reprodutivas e ou ao controle da ingestéo alimentar.
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The reproduction of seasonal breeders is modulated by exposure to light in an interval
of 24 h defined as photopeniod. Tha internuption of reproductive funclions in seasonally
breading rodents is accompanied by the suppression of the Kiss1 gene exprassion,
which is known to be essantial for reproduction. In non-seasonal male rodents, such as
rats and mice, short-day photoperiod (SF) conditions or exodenous mekatonin treatment
alzn have anti-gonadofropic effects; however, whather photopariod is able to modulate
the pubarty onsat or KissT gens axpression in mica is unknown. In the prasant shudy, we
investigated whather photopenodism influences the saxual maturation of famale mice
via changas in the kisspepdin systam. We obsarved that SP condition delayed the iming
of puberty in female mice, decreasad the hypothalamic expression of genes related to
the reproductive axis and reduced the number of Kiss1-axpressing neurans in the rostral
hypothalamus. However, SP also reduced the body weight gain during development
and affacted the expression of neuropeptides inwohlved in the enengy balance regulation.
When body weight was recoverad wia a reduction in litter size, the timing of pubsarty
in mica bom and raised in SP was advancad and the efiects in hypothalamic mRNA
anpression wera nevartad. Thasa results suggest that the =P dalays the iming of pubsarty
in famala mice wa changes in tha kisspeptin system, athowgh the effects on hypotha-
[amic—pituitary—gonadal axis are likely secondary to changes in body weight gain.

Kaywords: pubarty onsst, Kiss1, photoperiod, melatonin, snangy balance

INTRODUCTION

Photoperiod duration & one of the most potent emvironmental cues responsible for synchronlzing
dally variations In mammallan physiology, Indwding factors that control the reproductive system.
The mechanism by which the light'dark cycle synchrontzes biological functions in mammals relies
om the suprachiasmatic muclel (SN, which are constdered the master dock that coordinates dadly
riythms. SCN newrons recetve Information shout the light/dark cyde via the retino-hypothalamic
tract {1, 2). The lack of circadian rhythms, as induced by SCN ablation, or free-running rhythms, as
induced by constant light, leads to reproductive deficits as demaonstrated by Impatrment of ovilation,
disrupton of the estrous cyde and LH surge{3-5). Melatonin |s the prindpal hormone produced by
the pineal gland: s secretion 15 modidated by photopersed dicration, depends wpon input fom the
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STATS signaling in kisspeptin cells regulates the timing of puberty @m“mk

Marina Auguso Silveira ®, Isadora C. Furigo ®, Thais T. Zampieri *, Tabata M. Bohlen 2,
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ARTICLE INFOD ABSTRACT

Atk by Previous studies hawe shown that kisspeptin neurons are imjportan t medistors of prolacin’s ofects on
Receiial 5 Ok 4005 reproducton. Howewer, the il machanisms recruited by prolacin to affect kisspeptn neurons
:""'“‘1;;:;“"" remain un knowm_ Lising whole-cell pabch-damp recordings of brain shices from kisspaptin repontar mice

Fecepied X March 3007
Fraailable caline 33 bl sch 2007

we ohserved that A of kisspep@in neurons in the anteraveniral periventrioular noclmus was indirecthy
depalarized by prolactn waan unknown populaton of prolactin responsive newnons. This efiect required
the phosphandylinesital 3-kinaee signaling pahway. Mo effacs on the actvity of arowae s peptin
meurans were oheerved &mtahmmm:ﬁﬁmnnmmFM|med

:?:;i STATS phosphorylaton. T dermine ther STATS on in kisspepiin cells regulanes repro-
EEl duction, mice carmying SistSafb inacthation specifically in kisspeptin cells were genemted. These mu-
S sl et T tants exhibied an early onset of estmus oyclicny indicating thar STATS mansaiption farors exer an
HIFG ani inhibitary efiect on the timing of pubsrty

iyt hualasrrars & 2017 Elsewier BV, All rights nesenved.
Wilaolle- eelll panclh-clasp

L Introddwction

Cytokines play a pivotal mole in reproduction by regulating the
Ty pothalam s -pituitary -gonad  (HPG) axdis For example, leptin
signaling in the hypothalemus is required for the omet of puberty,
a5 well a5 to maintain reproduction (Ahima et al, 1996, Donato
et al, 201a, 2011b)L Leptin and several other cytokines posses
receptors that depend on an association with the Janus kinase 2

Abbrewaioas 3V, third wenoiche; A Acthom pomstily AR5, 2o mrdee-5-
phrplemale mie, ARH, acae bodec of bOx hjpahadewa SFY, ame-
e ] e foalel Goden o ke Mypothaladrs, (HON E-CpaisT-
erieite i bt 3 Jodiomee; DAE 1T .dka sisobe nialee | PRH, ﬁl-.l-ﬁ:im-.iﬂin@
Mo ratee | GABM, pasmiadbentys 2cik GalH,
HIFG, Mgy - i it ad - da |, Bl FF, amasiced ealla oo l.-nn:n.tl:
pevien; IR, ifpot feurance; AT otk Minase T BFES, 000 bl pa 2ocfion FES; LH
Il i paig Beded iion; WAPW, ded il pimcpil ama; PES, plenphalelboffeal il
Pl qowmal pe el soola srocber of Se by pod b Lasrres; FIS plosapbur oy Toece
bl Fiinase ) FRLEG perlats mospie, (HTATS plaosplodylond G of dgaal
wachdiare iy afedl aotivated of Wakcdipting-5, pSTATS-5 pSTATS ifraicat ity
EMIF, resding merdamn peaid, STAT by oardecer amd o civetar of Das-

HDA Semanfal bala i T, metimed
= Codenpoialitg auded Ao Pl libss Preies 2415 Sae Pashs 05500-00d0)
Bzl
Emial afdreis ifracasdog by (B Frazas]
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B ) o e o 2000 5 e DT LR
HO3-THT o 2007 Beevier BV ANl rights resereal

(JAKR) & induce the transduction of their intracellular effeds. This
class of cyimkine receptors recruits transoription Badors from the
Family of signal transducer and activair of ranscription (5TAT) as
well as signaling pathways that can induce rapid non-genomic ef-
fects, such as the pheosphatidy linositol 3-kinase (PIIK) pathway.
Thass, the reoutment of STAT proteins controls the transon ption of
target genes, whensas the activation of the PIK signaling pathway
may mediate acute changes in neuronal electrical activity (Baole
Feysot et al, 1998 ; Freeman et al, 2000; Furigo et al, 2006)

One particular cyiokine that has interesting efects on the
reproductive system i prolactin Hyperprolactinemia  causes
e productive dys imetioms, representng a frequent cause of infer-
ity in bothmales and fermales (Gleser and Bronstein, 2005, Hewey
et al, 2013; Shibli-Rahhal and Schlechte, 201; Vilar et al, 2014)
Several studies have reported that prolactin may maodulate the
e productiveaxis through its actions on the neunmns expresing the
Kits1 gene | Araujo-Lopes et al, 2004 ; Brown et al, 2004; Sjpehalm
et al, 2M1) The Kiss] gene enmdes newopeptides known as
kimmpepting, which play a critical role in reproduction (de Roux
et al, 2003; Funes et al, 2003; Seminara et al, 2003 In rodents,
neuns expresing the Kis] gene, denoted here a5 kdsspeptin
neuns, are mainly located in the anteroventral periventr cular
nudeus (AVPVYL the rostral periventricular nucleus (PeN)and the
arcuate meckeus (ARH) of the hypothalamus (Gotbich et al, 004)
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Conspecific odor exposure predominantly activates non-kisspeptin cells in m

the medial nucleus of the amygdala
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1. Introducton

The medial mdans of te amygdala (MeA) is a semally $Hmorpbic
area composed of different chemimilly defined neuromal populations,
induding some nenrons that express the gene Kioel [9,13,1932) The
Meh expresees high levels of steroid recepiors [26], and Kisl mAENA
expression mastly depends on sex steroid levels in this area [19,29]
Kizs] mANA levels in the MeA inorease a6 poberty approaches and sex
steroid leveds rises [29). b adult rodents, MeA Kiss] epression is
i gher in males than in females at diestros [19]. However, Kis] mANA
levels inorease during proesiros and Kiss] mANA or kisspeptin proiein
content in the MeA i similar between adult male and female when
estradial (E2) levels are comparahle [ 19,3 1] In addition, the expression
of the Kies] gene in the Med i specifically moduol aied by estrogen re-
cepinrs (Eis) buat not by androgen receptors [ 19]. Sindies using ERs
Imodoout mice further demonstrated that kosspeptin cells in the MeA
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are primarily regolated by estrogen recepior o (ERa), similar o what
has been desoibed for hypothalamic idsspeptin neorons [13.29]
However, althongh #t &5 well lmown that virmally all hypofalamic
Idsspepiin nenrons o -express the Fla [9,27), the pereentage of Kissl-
expressing neurans in gie MaA that contadn ERa remains unexplored.

Recent stodies have begun to uncover possible fonatons of kds-
speptin in the amygpdala. Fxogenons Ios speptin adm i stration into the
MeA or aotfvation of MeA Kiss] neuron s modulates e onsetof poberty,
the secretion of hitemizng hormone (LH), and semal behaviors
[1,26,7,14,20). In male rodents, Med kdsspeptin nennons madntain re-
ciprom] annections with e scesory olfoiory bolb, and with a
sulbset {1 5%) of go nadotrop i releasing hormaone (GnRH) nemrons. This
suggests that aoralypothalamic kdsspeptin neurons contribae to the
integration of sodosernal behavior and odor information in arder to
modulate the HPG ais [1,2,22 32). Howewver, whether Med Ioiss peptin
neros are activaed by comsperific odor signals has not been



