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RESUMO

De Moraes LCL. Andlise morfolégica de neurdnios que expressam receptor de leptina durante
as diferentes fases da maturagdo sexual de camundongos. [Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Morfofuncionais)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo;
2019.

Humanos e camundongos deficientes tanto na produg¢do da leptina quanto na expressao do seu
receptor (LepR) sdo obesos, hiperfagicos e inférteis; o tratamento com reposi¢do de leptina em
individuos deficientes na produgdo desse hormdnio garante que haja redugdo no peso corporal,
seja retomada ciclicidade estral e a fertilidade. Ainda, o tratamento com leptina em fémeas pré-
puberes normais acelera o inicio da puberdade, sugerindo que esse hormdnio tem papel crucial
no tempo de inicio da puberdade. Ao relacionarmos leptina e puberdade, uma informagao
interessante ¢ que, neurdnios que secretam hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH),
localizados na area pré-optica medial (MPO) ndo coexpressam o LepR. Além disso, embora
poucos neurdnios que expressam 0 RNAm que codifica o gene Kiss/ do nicleo arqueado sejam
responsivos a leptina, a sinalizag¢do da leptina nesses neurdnios s6 ocorre apds a puberdade e, a
inativacdo do LepR nesses neurdnios nio afeta a reproducdo. Por esses motivos, acredita-se
que a leptina atue de forma indireta no controle da reproducao. Além dos niicleos MPO e ARH,
o nucleo pré-mamilar ventral (PMv), que apresenta uma parcela de neurénios que expressam o
LepR, também estd envolvido na regulacdo neuroenddcrina da reproducdo. Estudos anteriores
demonstraram que alteragdes nos niveis circulantes de estrogeno alteram caracteristicas
biofisicas e morfologicas de neurdnios que expressam o gene Kiss/. Embora a leptina seja
fundamental na maturagdo sexual ndo sabemos se os neurdénios que expressam o LepR sdo
suscetiveis a essas alteracdes durante a maturacdo sexual. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi investigar se neurdnios LepR presentes nos nucleos MPO, ARH e PMv sofrem alteracdes
morfoldgicas durante a maturagao sexual e mediante auséncia de hormdnios gonadais. Foram
utilizados camundongos (fémeas) LepR-Cre tdTomato, divididas em 4 grupos experimentais:
pré-puberes, puberes, adultas e ovarectomizadas (OVX). A maturacio sexual foi avaliada, para
determinagdo do dia da abertura vaginal e primeiro estro. Nas idades especificas os encéfalos
foram processados e coletados para posterior quantificagdo e afericao da area de superficie de
neurdnios LepR. Realizamos, também, imunoistoquimica de fluorescéncia para pSTAT3 para
quantificar o percentual de neurdnios responsivos a leptina. Os resultados obtidos demostraram
que ocorreu um aumento no numero de neurénios LepR no nucleo ARH com o avango da idade.
Porém, ndo houveram diferencas significativas quanto ao nimero de neurdnios nos nucleos

MPO e PMv. Também ndo observamos alteragdes na area de superficie nos nucleos analisados.



Em relacdo a ativacdo de neurdnios LepR via marcacdo de pSTAT3, o niicleo MPO apresentou
uma diminuic¢ao no percentual de neurdnios ativos quando comparamos os grupos pré-puberes
com os grupos adulta e OVX. O oposto aconteceu no nucleo ARH onde obtivemos um aumento
desse percentual com o avango da idade. Em ambos os nucleos (MPO e ARH) o percentual de
neurdnios LepR ativados no grupo OVX foi estatisticamente semelhante ao grupo adulta,
diferindo somente do grupo pré-pubere. O nucleo PMv ndo apresentou diferencas estatisticas
entre os grupos analisados. Nossos dados sugerem que estrogeno e leptina podem interagir de

formas distintas em diferentes regides hipotalamicas.

Palavras-chave: Hipotalamo, receptor de leptina, estrogeno, reprodugdo, maturagao sexual.



ABSTRACT

De Moraes LCL. Morphological analysis of leptin receptor neurons during sexual maturation
in mice. [Master thesis (Morphofunctional Sciences)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2019.

Leptin or leptin receptor (LepR) deficient humans and mice are obese, hyperphagic and
infertile; leptin replacement in leptin deficient subjects is capable of reducing body mass and
restores estrous cyclicity and fertility. In addition, leptin accelerates the onset of puberty in
normal female mice, suggesting that this hormone plays a critical role in the timing of puberty.
Interestingly, the gonadotropin releasing hormone neurons, located at the medial pre-optic area
(MPO) does not coexpress the LepR. Although few kisspeptin neurons in the arcuate nucleus
(ARH; 15%) are responsive to leptin, leptin signaling in kisspeptin neurons arises only after
pubertal development and leptin receptor inactivation in kisspeptin cells did not affect
reproduction. Therefore, the effects of leptin on reproduction is believed to occur indirectly. In
addition to ARH and MPO, the ventral premammillary nucleus (PMv) is also involved in the
neuroendocrine regulation of reproduction and a fraction of PMv neurons coexpress LepR.
Curiously, previous studies have shown that changing levels of estrogen alters the biophysical
properties and morphology of hypothalamic neurons, such as expressing the ones expressing
the Kissl gene. Although leptin has an important role on the puberty onset, it is not known
whether LepR-expressing neurons are also susceptible to changes in their morphology during
sexual maturation. Therefore, our goal was to investigate whether LepR-expressing neurons in
the MPO, ARH and PMv nuclei are susceptible to cell morphology modifications throughout
the sexual maturation and after manipulation of estrogen levels. LepR-Cre tdTomato mice
(females) were divided into 4 experimental groups: prepubertal, pubertal, adult and
ovarectomized (OVX). The sexual maturation was evaluated to determine the day of vaginal
opening and first estrus. At specific ages the brains were processed and collected for further
quantification and measurement of the surface area of LepR neurons. We also performed
fluorescence immunohistochemistry for pSTAT3 to quantify the percentage of neurons
responsive to leptin. The results showed that there is an increase in the number of LepR neurons
in the ARH nucleus with advancing age. However, there were no significant differences in the
number of neurons in the MPO and PMv nuclei. We also did not observe changes in the surface
area in the nuclei analyzed. In relation to the activation of LepR neurons via pSTAT3 labeling,
the MPO nucleus showed a decrease in the percentage of active neurons when comparing the

prepubertal groups with the adult and OVX groups. The opposite happened in the ARH nucleus



where we had an increase of this percentage with the advancement of the age. In both nuclei
(MPO and ARH) the percentage of LepR neurons activated the OVX group was statistically
similar to the adult group, differing only from the pre-pubertal group. The PMv nucleus did not
present statistical differences between the analyzed groups. Our data suggest that estrogen and

leptin may interact differently in different hypothalamic regions.

Key Words: Hypothalamus, leptin receptor, estrogen, reproduction, sexual maturation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Controle neural da puberdade

A puberdade ¢ um fendmeno complexo, controlado ndo s6 por fatores genéticos e
endogenos, como também pelo meio ambiente, na qual caracteristicas sexuais secundarias sao
desenvolvidas e se adquire capacidade reprodutiva, além de mudancas comportamentais e
psicologicas (Elias 2012; Sanchez-Garrido and Tena-Sempere 2013; Solorzano and McCartney
2010). Para que a puberdade tenha inicio, ocorre um aumento da secre¢do e pulsatilidade do
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) no hipotdlamo, sendo este considerado o
principal regulador do eixo reprodutivo (Grumbach 2002; Ojeda et al. 2006; Solorzano and
McCartney 2010). A populacdo neuronal de GnRH esta localizada na area pré-optica medial
(MPO) do hipotadlamo e recebe proje¢des neuronais de nicleos hipotaldmicos importantes
relacionados a reproducao (Cavalcante et al. 2014; Glanowska and Moenter 2015; Putteeraj et
al. 2016). Neuronios GnRH sdo ativos durante a fase embrionaria e logo no inicio da vida, até
atingir um estado de quiescéncia, chamado de “pausa juvenil” (Sisk and Foster 2004; Styne
1994). Esse hormonio ¢ liberado na eminéncia mediana do hipotalamo agindo na adenohipdfise,
onde estimula a liberacdo de gonadotrofinas: hormdnio luteinizante (LH) e hormonio foliculo
estimulante (FSH) (de Tassigny and Colledge 2010). O padrao pulsatil de secre¢do de GnRH
vai garantir que ocorra a sintese e a secre¢do, também em pulsos, dos hormonios gonadotréficos
(LH e FSH) (J. Donato, Jr. et al. 2011b; Elias 2012; Michalakis et al. 2013). Os hormonios
gonadotroficos agem perifericamente nas gonadas (ovarios e testiculos) estimulando a
producdo de hormoénios sexuais esteroides como estrogeno, progesterona e testosterona,
atuando na maturagdo sexual e na gametogénese; estes hormonios, por sua vez, realizam um
feedback negativo modulando a secre¢ao de GnRH no hipotdlamo e FSH e LH na adenohipéfise
(de Tassigny and Colledge 2010; Michalakis et al. 2013).

Os aspectos fisiologicos que fazem com que seja desencadeado o aumento na frequéncia
da pulsatilidade de GnRH e dao inicio ao processo de maturagdo sexual ainda ndo estdo
completamente esclarecidos. Contudo, alguns sinais sdo apontados como sendo cruciais para
que esse evento ocorra, como por exemplo, o estado nutricional e a reserva energética do
individuo (Elias 2012). Entende-se que ¢ necessdria uma quantidade minima de gordura
corporal para que a puberdade seja iniciada, € que o peso corporal tem mais influéncia no tempo
de inicio da puberdade do que a propria faixa etaria (Ahima et al. 1997; Barash et al. 1996; T.
M. Bohlen et al. 2016; Sanchez-Garrido and Tena-Sempere 2013). Neste contexto, a funcao da

leptina, hormoénio secretado, principalmente, pelos adipocitos de forma proporcional a



16

quantidade de gordura corporal (Y. Y. Zhang et al. 1994a), ¢ alvo de diversos estudos no que

se refere ao controle neuroenddcrino da reprodugao.

1.2 A descoberta da leptina.

A leptina foi descoberta ap6s experimentos realizados em linhagens de camundongos que
apresentavam peso corporal muito mais elevado que camundongos selvagens. Coleman e
colaboradores realizaram estudos de parabiose em camundongos obesos, geneticamente
diferentes. Esses estudos de parabiose consistiam em unir, cirurgicamente, animais db/db
(mutacdo homozigotica no gene db, que codifica a expressao do receptor de leptina [LepR]) e
animais ob/ob (mutagcdo homozigdtica no gene ob, que codifica a sintese de leptina) pela pele
provocando uma anastomose, ou seja, provocando uma jungao na circulagdo sanguinea desses
animais. A partir desses estudos, os pesquisadores puderam concluir que animais ob/ob, que
tiveram reducdo de peso corporal, ndo produziam um determinado fator circulante que era
abundante em animais db/db, que ndo respondiam a tal fator circulante. Sugerindo que esse
possivel fator circulante poderia ser a cura para a obesidade no caso de animais 0b/0b (Coleman
1973, 2010). Foi somente 40 anos depois que ocorreu a descoberta do gene que se pensava ser
o responsavel pelo efeito observado nos estudos de parabiose realizados por Coleman e
colaboradores (Munzberg and Morrison 2015; Y. Zhang et al. 1994b). A descoberta do
hormonio leptina foi inicialmente pensada como a cura para a obesidade humana e, subsequente
a isso, a producdo de leptina recombinante se seguiu rapidamente. Entretanto, injecdes de
leptina aplicadas em pacientes obesos foram capazes de corrigir somente raros casos de
obesidade e alguns casos de anormalidades neuroenddcrinas associadas a deficiéncia de leptina
(Farooqi et al. 1999; Munzberg and Morrison 2015; Rodgers et al. 1998; Y. Zhang et al. 1994Db).
Para a maioria dos casos de obesidade, os niveis circulantes de leptina eram altos e
correlacionados positivamente com a adiposidade do individuo. Além disso, as inje¢des de
leptina que foram administradas em modelos experimentais obesos, que ndo apresentavam
mutacdo genética relacionada ao gene que codifica a leptina, ndo foram capazes de reduzir o
peso corporal e o consumo alimentar quando comparados com camundongos controle, condi¢ao
estd conhecida, hoje, como resisténcia a leptina. Essa mesma condicao foi vista também em
pacientes humanos, ou seja, a maioria dos pacientes obesos nao respondeu ao tratamento feito

com leptina.
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1.3 A leptina como fator permissivo para o inicio da puberdade

Os niveis circulantes de leptina sdo percebidos pelo SNC e este modula o eixo
reprodutivo informando se os niveis de reserva energética estdo adequados, permitindo que
aconteca a maturagao sexual, reproducdo, gestacao e lactacdo, eventos que demandam um gasto
de energia consideravel (Ahima et al. 1997; Barash et al. 1996; Park and Ahima 2015; Roa and
Tena-Sempere 2014). Casos onde ndo ha estoque energético suficiente, resultam em um atraso
no inicio da puberdade e infertilidade; ou em caso contrario, quando ha excesso de gordura
(obesidade), puberdade precoce (Barash et al. 1996; T. M. Bohlen et al. 2016; Chan et al. 2003;
Kiess et al. 1999; Roa and Tena-Sempere 2014; Sanchez-Garrido and Tena-Sempere 2013).
Além disto, estudos realizados em humanos e camundongos fémeas ob/ob ou db/db, além de
apresentarem hiperfagia e serem obesas, sdo inférteis. Camundongos fémeas ob/ob, quando
tratadas com leptina, apresentam reducdo de peso corporal, e passam a apresentar ciclo estral e
fertilidade (Ahima et al. 1997; Licinio et al. 2004); o mesmo resultado de tratamento ¢
observado em humanos que apresentam deficiéncia na producao de leptina (Licinio et al. 2004).
Ainda, o mesmo tipo de tratamento, quando realizado em camundongos fémeas pré-puberes
(sem nenhum tipo de déficit na sintese de leptina), acelera o inicio da puberdade sem que ocorra
nenhuma alteragdo no peso corporal (Ahima et al. 1997). Além disto, individuos (animais e
humanos) deficientes na expressdo do gene ob apresentam baixos niveis de LH circulante, que
sdo reestabelecidos apds a administragdo de doses de leptina (Barash et al. 1996; Welt et al.
2004). Isso mostra que a leptina age como um fator permissivo para o inicio da puberdade e
reproducdo, desde que o estado nutricional do individuo e a sinaliza¢do da leptina no sistema
nervoso central estejam adequados (Ahima et al. 1997; Chan et al. 2003; Farooqi and O'Rahilly
2009; Kiess et al. 1999; Licinio et al. 2004; Montague et al. 1997).

1.4  Interacgio entre a leptina e neuronios que modulam o eixo reprodutivo

A atuagdo da leptina se d4 através da sua ligacdo ao seu receptor (LepR). Ha 6 isoformas
do receptor de leptina (LepRa-f) que sdo geradas a partir de splicing alternativos do gene que
codifica o LepR. A isoforma b do LepR ¢ chamada de isoforma longa, além de ser considerada
a isoforma funcional do receptor de leptina e é responsavel pelos principais efeitos da leptina
como, por exemplo, homeostase energética e outras fungdes neuroendocrinas. Para este
trabalho, definimos LepRb como LepR. Esta isoforma apresenta um extenso dominio de
sinalizacdo intracelular quando ativado. A ligacdo da leptina nesse receptor permite o
recrutamento e a ativagdo da proteina janus kinase (JAK2) que propaga uma autofosforilagao e

a fosforilacdo de 3 residuos de tirosina (Y) no préoprio receptor e cada uma dessas 3 fosforilagdes
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induz uma cascata de sinalizagdo com fungdes fisiologicas especificas. Os residuos Y'"'"e Y

sdo necessarios para a fosforilagdo e recrutamento das proteinas transdutoras de sinal e
ativadoras de transcricdo 5 e 3 (STATS e STAT3), respectivamente (Myers et al. 2008). Quando
fosforilada, a proteina transdutora de sinal e ativadora de transcri¢do 3 (pSTAT3) age no nticleo
celular estimulando a transcri¢do de genes, incluindo a transcricdo do gene supressor de
sinalizagdo de citocinas 3 (SOCS-3). A proteina SOCS-3, por sua vez age no residuo Y**, que
vai ser responsavel por inibir a sinalizacdo do LepR, bloqueando a atividade da JAK2 e
provocando um sistema de feedback negativo (Bjerbak et al. 2000; Myers et al. 2008).

O LepR ¢ expresso em diversos tipos celulares, incluindo diversas areas do sistema
nervoso central (SNC). Um nucleo hipotalamico importante no controle da reproducdo e que
apresenta neurdnios que expressam o LepR ¢ o MPO (Bellefontaine et al. 2014; J. Donato et al.
2010). O nucleo MPO contém neurdnios que sintetizam GnRH sendo estes essenciais para o
controle da reproducdo, como citado anteriormente. Os neur6nios GnRH ndo coexpressam o
LepR, sugerindo que a possivel acdo da leptina sobre o eixo reprodutivo ocorra de forma
indireta (Louis et al. 2011; Quennell et al. 2009). Sabe-se que neurdnios localizados no nticleo
MPO sdo responsivos a hormonios sexuais e lesdes nessa regido podem interromper o
comportamento sexual de ambos, machos e fémeas (McCarthy et al. 2008; Saper and Lowell
2014). No ntucleo MPO encontramos uma grande concentracao de neur6nios que expressam o
LepR e que sintetizam 6xido nitrico sintetase (nNOS), atuando como mediadores na sinaliza¢ao
da leptina no que diz respeito ao eixo reprodutivo. Estd bem estabelecido na literatura que
neurdnios GnRH, presentes no niucleo MPO, ndo coexpressam o LepR, sendo a atuagdo da
leptina nesses neurdnios feita por neurdnios intermediarios, responsivos a leptina (Louis et al.
2011; Quennell et al. 2009). Estudos mostram que neurdnios nNOS estdo envolvidos na
coordenacdo de sinais metabdlicos e que a sinalizagdo de NO na regido MPO ¢ essencial para
o efeito da leptina no eixo reprodutivo, uma vez que a liberagdo de NO esta diretamente ligada
ao estimulo de secragdo de GnRH. Com isso, neurénios nNOS sdo ativados diretamente pela
leptina, facilitando seu efeito no eixo reprodutivo e a delegdo de LepR em neurdnios nNOS
provoca um atraso significativo no inicio da puberdade (Zuure et al. 2016).

Nesse contexto, outras populagdes neuronais localizadas no hipotdlamo, que também
estdo envolvidas com o controle do eixo reprodutivo, foram analisadas afim de compreender a
dimensdo da influéncia da leptina. Um desses grupamentos neuronais se refere aos neurdnios
que expressam o gene Kiss/ (denominados como “neurdnios Kissl” no presente projeto),
presentes nos nucleos periventricular anteroventral (AVPV), periventricular anterior (PeN) e

também no ARH (Gottsch et al. 2004). Estudos realizados em 2003 demonstraram que



19

mutacdes no gene Kiss/ ou no gene que codifica a expressao do receptor ao qual as kisspeptinas
se ligam, denominado como Kiss/R (ou Gpr54), sdo acompanhadas por um quadro de
hipogonadismo hipogonadotréfico e infertilidade, tanto em humanos como em roedores (de
Roux et al. 2003; Funes et al. 2003; Seminara et al. 2003). A kisspeptina, produto da expressao
do gene Kissl, acabou se mostrando, entdo, indispensavel para o controle neuroenddcrino da
puberdade e da fertilidade uma vez que seu receptor € expresso em neurdnios que sintetizam o
GnRH e controla a secre¢do deste hormonio (Han et al. 2005; Messager et al. 2005). Apesar do
nucleo arqueado (ARH) ser o ntcleo que apresenta maior expressdo do RNAm que codifica a
expressao do LepR (Scott et al. 2009), somente cerca de 10 a 15% dos neurdnios Kissl
coexpressam o LepR (fémeas adultas em diestro), sendo que, este baixo percentual de neurdnios
Kissl do ARH sdo responsivos a leptina somente apds a puberdade ja ter sido desencadeada
(Cravo et al. 2013). Entretanto, os neurdnios Kiss1 localizados nos nticleos AVPV e PeN nao
expressam o LepR e ndo sdo considerados responsivos a leptina (Cravo et al. 2011; Cravo et al.
2013). Além disto, camundongos geneticamente modificados que sofrem delegdo seletiva de
LepR nos neurdnios Kiss1 apresentam maturacao sexual normal e sdo férteis, sugerindo que a
sinalizacdo da leptina nesses neurdnios ndo € necessaria para que ocorra o desenvolvimento da
puberdade (Cravo et al. 2011).

Ao entender que a leptina tem papel fundamental para que ocorra a maturacgao sexual,
o nucleo pré-mamilar ventral (PMv) foi posto em evidéncia justamente por apresentar grande
quantidade de neurdnios que expressam o LepR, por apresentar neurdénios que expressam
receptores para hormonios sexuais esteroides que sdo ativados por exposi¢ao a odores sexuais,
além de emitir projecdes para outros nucleos hipotaldmicos relacionados a reproducao
(Canteras et al. 1992; J. Donato et al. 2009; Leshan et al. 2009). Esse nticleo esta bem
posicionado anatomicamente para que seus neurdnios integrem sinais sexualmente relevantes
(como assimilar o odor de machos), comportamento reprodutivo (deteccdo de hormoénios
sexuais), respostas neuroendocrinas (estimulagdo da secrecdo de LH) e pistas metabolicas
(receptores para leptina) (Cavalcante et al. 2014; J. Donato et al. 2011a). Neur6nios LepR,
presentes no nucleo PMv, emitem proje¢des para areas relacionadas ao eixo reprodutivo,
inervando, por exemplo, regides onde neurdnios Kiss1, na regido do AVPV e ARH, e neurdnios
GnRH, na area MPO, estdo localizados indicando que neurdnios presentes nesses nucleos
podem sofrer influéncia indireta da leptina via neurénios do PMv (J. Donato et al. 2009; Louis
et al. 2011). Em 2011, foi realizado um estudo (J. Donato et al. 2011a) com um modelo
experimental de camundongos geneticamente modificados que ndo expressam o LepR, onde

foi realizada reexpressdo de LepR somente no niicleo PMv. A reexpressdo do LepR apenas no
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PMv ¢ capaz de induzir a puberdade e retomar a maturacdo sexual na maioria das fémeas
avaliadas. Porém, a reexpressao do LepR ndo corrige o fendtipo de obesidade (ocasionado pela
falta de sinalizagdo da leptina) e nem as diversas disfungdes enddcrinas, uma vez que a maioria
das fémeas gravidas sofreu aborto, fato que pode estar relacionado ao fenotipo de obesidade e
diabetes que animais que ndo expressam o LepR apresentam (J. Donato et al. 2011a). Além
disto, percebeu-se que a deficiéncia na sinalizagdo de leptina, no nicleo PMv, ¢ acompanhada
por um aumento no contetido de secre¢do dos neurdnios GnRH localizados na eminéncia
mediana (J. Donato et al. 2011a), corroborando outros estudos que mostram que a secre¢do de
GnRH ¢ inibida em fémeas que apresentam essa deficiéncia e que a leptina atua estimulando a
liberagdo de GnRH (Johnson and Sidman 1979; Wojcik-Gladysz et al. 2009). Apds a
reexpressdo do receptor de leptina somente no PMv, o conteudo de secrecdo de neurdnios
GnRH ¢ normalizado (J. Donato et al. 2011a). Esse e outros estudos demonstram que o nticleo
PMv ¢ fundamental para a a¢do da leptina permitindo que ocorra maturagdo sexual e que,
portanto, a acdo direta da leptina no nticleo PMv ndo s6 ¢ necessaria, como também ¢ suficiente

para o inicio da puberdade (J. Donato et al. 2011a; Louis et al. 2011).

1.5 Niveis circulantes de estrogeno podem provocar mudancas morfolégicas em
neuronios do eixo reprodutivo

Dentre as alteragdes induzidas pela reducgdo dos niveis circulante de estrogenos, seja em
decorréncia da idade ou a cirurgia para remog¢ao dos ovarios, mudangas importantes no SNC,
do ponto de vista da morfologia e excitabilidade neuronal acontecem, porém estas ndo sao
completamente compreendidas (Frazao et al. 2013; Rance et al. 1990; Rance and Young 1991;
Rometo et al. 2007). Alguns estudos mostram que mudangas nos niveis circulantes de
estrogeno, podem alterar propriedades ndo so6 biofisicas como também morfologicas de
populagdes neuronais envolvidas no controle do eixo reprodutivo, como os neurdnios Kissl
(Frazao et al. 2013; McCarthy et al. 2008; Rance et al. 1990; Rance and Young 1991; Rometo
et al. 2007; Schwarz et al. 2008). O grupo de Rance et al. (Abel and Rance 2000; Rance et al.
1990; Rance and Young 1991) demostrou que hd um aumento de 30% no tamanho de uma
subpopulacao de neurdénios que expressam o RNAm para receptor de estrogeno (ERa)
presentes no nucleo infundibular quando comparados aos cortes encefalicos de mulheres antes
e apds a menopausa, sem que haja alteracdo no numero de neurdnios. Os neurdnios
hipertrofiados tem caracteristicas marcantes, como por exemplo, corpo celular, nucleo e

nucléolo aumentados, sendo que, na andlise da mesma 4rea hipotalamica de mulheres jovens,
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raramente neurdnios com essa morfologia sdo encontrados (Abel and Rance 2000). Rometo ef
al. (2007), demonstraram que ocorre um aumento nitido no didmetro dos neurdnios que
expressam o gene Kiss/ (do nucleo infundibular do hipotdlamo e do ARH, respectivamente),
bem como, aumento significativo do RNAm que codifica o gene Kiss/, tanto em mulheres em
um periodo pés menopausa como em primatas (Macaca fascicularis) que foram submetidas a
ovarectomia (Rometo et al. 2007), sugerindo que as mudangas na morfologia e expressao génica
observadas, tanto em mulheres pds-menopausa quanto em primatas ovarectomizadas, sao
secunddrias a perda de estrogeno ovariano. Além da hipertrofia e do aumento da expressao do
gene Kiss I nesses neurdnios, esse estudo mostra que o nimero de neurdnios praticamente dobra
em mulheres pds menopausa e primatas ovarectomizadas (Rometo et al. 2007). Além de
mudangas morfologicas, Frazao et al. (2013) demonstraram, em camundongos, que ao longo da
maturacdo sexual, bem como quando os niveis circulantes de estrogenos sdo manipulados,
ocorrem mudangas significativas em termos de excitabilidade de membrana dos neurdnios
Kissl. Um outro dado relevante apresentado por estes autores, que corrobora as alteragdes
morfoldgicas citadas anteriormente, se refere ao aumento significativo da capacitancia celular
que também pode ser modulada pelos niveis circulantes de estrogenos diminuidos (Frazao et
al. 2013). A capacitancia celular ¢ um parametro eletrofisiologico, que serve como indicativo
do tamanho da drea da membrana celular (Sakmann and Neher 2009). Embora diversos estudos
tenham notado alteracdes significativas no que se refere a morfologia e excitabilidade de
neurdnios Kiss1, ndo existem descri¢des semelhantes a respeito da morfologia de outras classes
neuronais durante a matura¢do sexual e mediante a modulacdo dos niveis de estrogenos
circulantes (Frazao et al. 2013; Rance and Young 1991; Rometo et al. 2007).

Desta forma, sabendo que a leptina exerce um papel crucial no controle neuroenddcrino
do eixo reprodutivo e que mudangas nos niveis de estrogeno circulante provocam alteragao
morfoldgica em neurdnios Kissl, o presente projeto investigou se os neurdnios que expressam
o LepR nos nicleos MPO, ARH e PMv sofrem alteragdes morfoldgicas durante a maturagao
sexual e mediante a manipulacdo dos niveis de estrogenos circulantes. Compreender se os
neurdnios que expressam o LepR sofrem alteracdes de morfologia representa um passo
importante no estudo das diferengas neuronais que acompanham o fendmeno da maturagao

sexual, uma vez que essas alteragdes podem indicar possiveis alteragdes na atividade neuronal.
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2 OBJETIVOS
Avaliar se neurdnios que expressam o LepR presentes nos nticleos MPO, ARH e PMv
sofrem alteragdes morfoldgicas durante as diferentes fases da maturagdo sexual e ou em

condi¢do de auséncia de hormonios sintetizados pelas gonadas.

2.1  Objetivos especificos

1. Determinar a area de superficie de neurdnios Kissl no nicleo ARH em diferentes
condi¢des hormonais como controle positivo da metodologia;

2. Quantificar o nimero de neurdnios que expressam o LepR nos nicleos MPO, ARH e
PMv em diferentes estdgios da maturacdo sexual e em condicdo de auséncia de hormdnios
gonadais.

3. Determinar a area de superficie de neurdnios que expressam o LepR nos nucleos
MPO, ARH e PMv em diferentes estagios da maturagdo sexual e em condi¢do de auséncia de
hormdnios gonadais;

4. Determinar o percentual de neurdnios responsivos a leptina nos nucleos MPO, ARH
e PMv em diferentes estdgios da maturacdo sexual e em condig¢@o de auséncia de hormdnios

gonadais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Animais experimentais

Foram utilizados camundongos (fémeas) geneticamente modificados, que apresentam a
expressdo da enzima Cre recombinase em células que expressam o LepR (LepRbIRES-Cre -
B6.129-Leprtm2(cre)Rck/J, Jackson Laboratories); a descri¢do e a caracterizagdo desse animal
geneticamente modificado ja foi realizada anteriormente (Scott et al. 2009). Os animais LepR-
Cre foram cruzados com animais que expressam a proteina fluorescente vermelha tdTomato,
condicionalmente a atividade da Cre recombinase (Creinducible tdTomato-reporter — Gt
(ROSA)26Sortm9(CAG-tdTomato)Hze/J, Jackson Laboratories). Portanto, neste caso, a
proteina fluorescente ¢ expressa exclusivamente em células que expressam o LepR, ou seja,
apenas as células que expressam o LepR serdo visualizadas por meio dessa proteina, sem a
necessidade de qualquer reagdo para sua marcacdo. Isso torna esse modelo ideal para uso em
experimentos que visam estudar especificamente as células que expressam o LepR.

Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Anatomia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, com temperatura (21-23°C) e periodo
claro-escuro (luz 12h/escuro 12h) controlados. Todos os experimentos e procedimentos foram
aprovados pelo Comité de cuidados e uso de animais de laboratdrio do Instituto de Ciéncias

Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (protocolo 21/2017).

3.2  Genotipagem

O tecido utilizado para realizacdo da genotipagem foi composto de amostras da ponta
da cauda do animal. Para os procedimentos de extracao e amplificagdo de DNA foi utilizado o
Sigma-Extract-N-Amp' " Tissue PCR, procedimentos conforme manual do fabricante. As
amostras de DNA extraidas foram submetidas a procedimento de amplificacdo para
identificacdo das regides mutadas utilizando primers especificos para a identificacdo LepR-Cre
(5’-ACCTGTTCCACGCACAGTCACA -3’; 5-AGCTGGCCAAATCTCAGAGCTGC -3’
5’-TGCTTCTGTCCGTTTGCCGGT -3’; 5’~-GTGAAACAGCATTGCTGTCAC -3’) e para o
tdTomato (5’-AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA-3’; 5’-CCGAAAATCTGTGGGAAGTC-3’;
5’-GGCATTAAAGCAGCGTATCC-3’; 5’-CTGTTCCTGTACGGCATGG-3’). As fémeas
experimentais foram aquelas que expressaram o LepR-Cre em homozigoze e o gene que

codifica a proteina tdTomato em heterozigose ou homozigose.
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3.3  Grupos experimentais
3.3.1 Fémeas Kiss1-hrGFP

Foram utilizadas fémeas de gendtipo Kiss1/hrGFP (10-12 semanas de idade), dividas em
3 grupos experimentais: Grupo I- Diestro, Grupo II- Ovarectomizadas (OVX) e Grupo III-
Ovarectomizadas + Estradiol (OVX + E2). Animais Kiss1-hrGFP foram tratados e tiveram seus
encéfalos coletados anteriormente por Paradela, 2015. No Grupo I as fémeas Kiss1/hrGFP
foram sacrificadas quando estavam no segundo dia consecutivo da fase de diestro (n= 3). No
Grupo II as fémeas Kiss1/hrGFP foram submetidas a cirurgia para remog¢ao dos ovarios (n= 3)
e, no grupo III as fémeas Kiss1/hrGFP foram ovarectomizadas e subsequentemente receberam
implante de canula preenchida com E2 (n= 3); as canulas contendo E2 foram preparadas quatro
dias antes da cirurgia para o implante. Para o preparo da canula, um tubo de material plastico
especifico (Dow Corning) foi cortado no tamanho de 1,8cm e uma de suas extremidades selada
com silicone; no segundo dia, as canulas foram preenchidas com E2 previamente diluido em
6leo de sésamo (Sigma), sendo que, o conteudo da canula apresentava concentragdo final de
0.625 micrograma por microlitro, sendo a outra extremidade da canula selada como
mencionado; no terceiro dia, as canulas foram lavadas e mantidas em solucdo salina por um
periodo minimo de 12 horas. Apds este periodo, as canulas foram implantadas via subcutdnea
na regido dorsal do animal logo apds a remog¢ao dos ovarios (Christian et al. 2005; Frazao et al.
2013; Frazao et al. 2014; Paradela 2015). As fémeas OVX+E2 foram sacrificadas no terceiro

dia apos o procedimento cirtirgico e implante da canula (n= 3) (Paradela 2015).

3.3.2 Fémeas LepR/tdTomato

Ap0s a genotipagem, as fémeas foram selecionadas para os experimentos nas seguintes
idades: grupo pré-pubere (8-12 dias de vida); grupo pubere (38-42 dias de vida); grupo adulto
(80-100 dias de vida, segundo dia de diestro) e grupo ovarectomizadas (120-160 dias de vida).
As fémeas dos grupos puberes, adultas e ovarectomizadas foram acompanhadas diariamente
durante o desenvolvimento sexual a partir do desmame (aproximadamente 21 dias). O
acompanhamento da maturacdo sexual foi feito observando-se a data da abertura vaginal,
primeiro estro (presenga células cornificadas) e inicio da ciclicidade estral. Esse
acompanhamento foi feito através da coleta diaria do lavado vaginal das fémeas com salina a
partir do dia em que foi observado a abertura vaginal. Os animais foram acompanhados pela
manha (intervalo entre 10 e 11 horas da manhd). As fémeas foram selecionadas para
experimento desde que a maturagdo sexual fosse observada em faixa de idade considerada

normal (conforme dados prévios obtidos por nosso grupo de pesquisa) € no caso do animais
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adultos apods constatagao da regularidade do ciclo estral (Bohlen ef al., 2016). O peso corporal
foi verificado nos dias em que foram detectados os eventos descritos abertura vaginal e primeiro
estro, bem como, no dia da eutandsia. Os animais do grupo pré-pubere tiveram seu peso aferido
apenas no dia do sacrificio.

A ovarectomia (OVX) foi realizada ap6és sedagdo do animal com ketamina e xilazina
(80ug/g; 10png/g). Em seguida foi realizada uma incisdo na regido dorsal entre o rebordo costal
inferior e a coxa, ap0s a assepsia desta regido; foi realizada a incisdo na pele e camada muscular
para termos acesso a cavidade abdominal e apds localiza¢do do ovario, o mesmo foi removido.
Apo6s remogao, a camada muscular foi suturada e, em seguida, a pele. O mesmo procedimento
foi repetido do lado contralateral para a retirada do ovério do lado oposto. Apos 30 dias, as
fémeas foram sacrificadas para coleta do encéfalo. As fémeas do grupo OVX também tiveram
seu peso aferido no dia cirurgia, bem como no dia da eutanésia. Além disso, coletamos os tteros

de todas as fémeas para afericdo do peso uterino.

3.4  Coleta e preparo de tecido

Os animais, de cada grupo especifico, foram anestesiados e apo6s confirmagdo da
anestesia (onde o animal ndo se mostrou responsivo), estes foram submetidos a perfusdo
transcardiaca. As eutandsias dos animais LepR/tdTomato ocorreram no periodo entre 10:00 e
12:00 horas e, dos animais Kiss1-hrGFP entre 12:00 e 14:00, sendo que os encéfalos dos
animais Kiss1-hrGFP foram coletados anteriormente por Paradela, 2015. Para a realizag¢do da
perfusdo transcardiaca foi realizada a abertura da caixa toracica fazendo o rebatimento da
porcdo ventral do gradil costal, expondo o cora¢ao de forma que a visualizacdo fosse adequada
para o procedimento. Foi realizado um pequeno corte no atrio direito para permitir que o sangue
fosse retirado por completo do sistema circulatério; uma agulha foi inserida no ventriculo
esquerdo e, através de um sistema de bomba de perfusdo, inicialmente, solucao salina 0,9% foi
infundida até o clareamento do figado. Na sequéncia a solugdo salina foi substituida por uma
solugdo tamponada de formalina a 10%, sendo o volume e velocidade de fluxo ajustado para
cada grupo. Apos a perfusdo, os encéfalos foram coletados e permaneceram em solugdo
tamponada de formalina 10% por 1h (periodo de pos-fixagdo); passado esse periodo, os
encéfalos foram transferidos para uma solu¢do de crioprotecao de tampao fosfato de potassio
(KPBS) 0,02M mais 20% de sacarose, ficando em geladeira por um periodo de 24 - 48 hs
quando, entdo, foram submetidos a microtomia. Os encéfalos coletados foram seccionados em
cortes coronais de 30 uM em microtomo (SM2010R, Leica) e organizados em quatro séries

representativas. Os cortes foram colocados em solugdo crioprotetora e foram armazenados em
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freezer a -20 °C para posterior montagem de laminas. Na sequéncia, os cortes foram montados
em laminas gelatinizadas, e cobertas com laminulas utilizando solu¢do Dapi-Fluoromount-G™

(EMS) como meio de montagem.

3.5  Teste de resposta aguda a leptina

Para determinar o percentual de células responsivas a leptina em cada nucleo de
interesse, os animais LepR/tdTomato foram separados em 3 grupos: pré-pubere, adulta e OVX.
As fémeas foram colocadas em jejum por um periodo de 4 horas (com inicio entre 9 e 11 horas
da manha). Apos as 4 horas, injetamos leptina ou PBS Dubeco (solu¢do utilizada para dilui¢cao
da leptina) em uma concentragdo de 2,5 ul por grama de peso corporal do animal. Apds noventa
minutos os animais foram submetidos a perfusdo transcardiaca. Na sequéncia os encéfalos
foram coletados, pos-fixados e seccionados em cortes coronais de 30 um, sendo coletados em

4 séries representativas e armazenados em solugdo crioprotetora.

3.6 Imunoistoquimica de fluorescéncia para pSTAT3

Uma das séries representativas de cortes de cada animal experimental que recebeu
injecdo de salina ou leptina, foi submetida & imunoistoquimica de fluorescéncia para marcagao
de pSTATS3. Os cortes foram lavados em KPBS 0,02M. Apos ser lavado, o tecido foi colocado
em solu¢do contendo agua destilada, 1% de peroxido de hidrogénio e 1% de hidroxido de sodio
por 20 minutos. Apds esse tempo, o tecido foi lavado novamente em KPBS 0,02M e colocado
em solugdo de KPBS 0,02M com 0,3% de glicina por 10 minutos. Lavou-se a série de cortes
em KPBS 0,02M e em seguida colocamos os cortes em solugdo de KPBS 0,02M com 0,03%
de SDS a 10% por 10 minutos. Em seguida, os cortes foram transferidos para tubo do tipo
ependorff contendo 1 ml de KPBS 0,02M-Triton X-100, 3% de soro normal de burro (NDS)
onde ficaram por um periodo de 1 hora. Apds esse periodo, os cortes passaram para um outro
tubo do tipo ependorff com solugdo contendo 1 ml de KPBS 0,02M -Triton X-100 com azida,
3% de soro normal de burro (NDS) e 1 ul de anticorpo primario (1:1000; pSTAT3, coelho)
onde ficaram por um periodo de 48 horas. Passadas as 48 horas, os cortes foram lavados
novamente em KPBS 0,02M e transferidos para um tubo do tipo ependorff com solugao
contendo 1 ml de KPBS 0,02M -Triton X-100 e 2 ul de anticorpo secundario (1:500; Alexa
Fluor 488, anti-coelho) por noventa minutos. Os cortes foram lavados e, em seguida, montados

em laminas gelatinizadas e cobertos com meio de montagem Fluoromount-G™ (EMS).
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3.7  Aquisicdo de imagens e Quantificacio

Para analise do material obtido, um nivel representativo do MPO (bregma 0,62 a 0,38
mm), dois niveis do ARH, nivel rostral (bregma -1,70 mm a -2,06) e nivel caudal (bregma -
2,18 a -2,54 mm) e um nivel do PMv (bregma -2,46 a -2,54 mm) foram selecionados para
analise com base no Atlas The Mouse Brain (Franklin and Paxinos). Fotomicrografias das
referidas areas foram realizadas em microscépio de fluorescéncia (Zeiss). Foram utilizados os
filtros adequados para captura de imagem da proteina tdTomato (marcador das células que
expressam o LepR em nosso modelo experimental), Dapi-Fluoromount-G e, fluoresceina
conjugada a anticorpo secundario para visualiza¢do das células imunorreativas a pSTAT3. Com
a ajuda do software ImageJ, delimitamos a regido de contagem de neurdnios LepR em cada

corte representativo, conforme apresentado na Figura 1.
A mpo |B
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Figura 1: Demonstracio da delimitacdo da drea de contagem do niimero de neuronios
LepR nos cortes representativos dos nicleos hipotalimicos analisados. Fotomicrografias
em fluorescéncia demonstrando cortes coronais do encéfalo de camundongo contendo area pré-
optica medial (MPO) (A), nticleo pré-mamilar ventral (B) e ntcleo arqueado rostral (C) e caudal
(D). Delimitagdo da area de contagem do numero de neurdnios representada pela linha amarela.
Abreviaturas: oq, quiasma Optico, 3V, terceiro ventriculo. Escala =100 pm.

A contagem do nuimero de neurdnios foi realizada, manualmente, em um corte

representativo no eixo rostrocaudal de cada nucleo escolhido com base no atlas de referéncia e
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conforme descrito na literatura (Tabata Mariz Bohlen et al. 2018; Silveira et al. 2017). Apos
selecionarmos a imagem de interesse, utilizamos a ferramenta “Cell Couter”, presente no
software ImagelJ, para contar o numero de neurdnios totais naquela sessdo representativa do
nucleo. Com essa ferramenta, conseguimos ampliar a imagem até termos uma visao satisfatoria
dos neurdnios e, entdo, marcar um ponto em cada neurdnio LepR no qual era possivel delimitar
o corpo celular (Figura 2) sendo, assim, contabilizados o nimero total de neurdnios, dentro do

perimetro de cada nucleo, ao final da marcagao.
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Figura 2: Demonstracio da contagem do numero total de neurdnios LepR em corte
coronal representativo de encéfalo de camundongo. Imagem representativa do software
Image J, aplicando a ferramenta “Cell Counter” para contagem do nimero de neuronios LepR.
Cada neurdnio considerado na contagem ¢ marcado com um ponto branco, sendo o numero
total contabilizado pela propria ferramenta do software. Sao considerados na contagem somente
neurdnios cujo corpo celular estava delimitado (setas).

3.8  Afericao da area de superficie
Para a afericdo da area de superficie utilizamos o software Imagel, com auxilio da
ferramenta “ROI Manager — Measure”. Em cada nucleo especifico, foi quantificada a area de

superficie de 10 neurdnios por nucleo, circundando manualmente o corpo dos neuronios. Os



29

neurdnios foram escolhidos de forma aleatéria em cada regido, sendo que, apenas neurdnios

com o corpo delimitado foram selecionados para analise (Figura 3).

Figura 3: Fotomicrografia representativa da delimitacio da area de superficie do corpo
de neuronio LepR. Fotomicrografia em fluorescéncia demonstrando um neurénio que expressa
a proteina tdTomato (LepR) que foi selecionado para a andlise. A aferi¢do da area de superficie
de neurdnios LepR foi realizada com o uso da ferramenta “ROI Manager — Measure”, Image J.
Delimitagao da area de superficie do corpo de neurdnio, realizada manualmente, exemplificado
pela linha amarela.

3.9  Analise estatistica
Os dados obtidos em cada grupo foram submetidos a andlise de variancia de uma via.
Os resultados foram demonstrados como média + erro padrao (EP). A andlise estatistica foi

realizada com o uso do software GraphPad Prism.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da maturacio sexual

Todas as fémeas LepR utilizadas no presente projeto foram acompanhadas a partir do
dia do desmame (21 dias), com exce¢do das fémeas do grupo pré-pubere, visto que, a coleta
dos encéfalos foi realizada anteriormente ao desmame. Os animais foram observados
diariamente para observacdo da data da abertura vaginal e apds a abertura vaginal, o ciclo estral
comegou a ser acompanhado diariamente na mesma faixa de horario, através da observagao do
lavado vaginal, para que fosse verificado se as fémeas adultas utilizadas no projeto
apresentavam um ciclo estral regular. As fémeas avaliadas (n= 22) apresentaram abertura
vaginal com aproximadamente 31,8 + 0,6 dias e primeiro estro com idade média de 36,8 = 1,1
dias (Figura 4A). O peso corporal dessas fémeas foi aferido nos respectivos eventos, mostrando
que as fémeas pesavam 13,6 = 0,3 g no dia da abertura vaginal e, 15,3 + 0,4 g no dia em que o

primeiro estro foi detectado através da observagdo do lavado vaginal (Figura 4B).
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Figura 4: Andlise de parimetros do sistema reprodutivo das fémeas. Graficos de barras
representando a média da idade (A) e do peso corporal (B) na qual foi observada a abertura vaginal (AV)
e o primeiro estro (1E).

Além disto, o peso uterino, que pode servir como um indicador dos niveis circulantes
de estrogenos, foi aferido (Frazao et al. 2013). Observamos que as fémeas do grupo pré-pubere
apresentaram o peso uterino significativamente menor em relagao as fémeas dos grupos ptbere
e adulta, porém nao diferiu quando comparado com os uteros coletados das fémeas do grupo

OVX (Figura 5). De acordo com a literatura (Frazao et al. 2013), as fémeas do grupo OVX
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apresentaram o tamanho uterino significativamente menor em relagdo aos uteros coletados de

fémeas adultas.
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Figura 5: Anadlise do peso uterino. Grafico de barra demonstrando o peso uterino nas diferentes
condigdes: fémeas pré-puberes (n= 9), puberes (n= 5), adultas (n= 10) ou que foram submetidas a
ovarectomia (OVX) (n= 11). As barras que ndo compartilham as mesmas letras apresentam diferencas
estatisticas (P < 0,0001).

4.2  Controle positivo do método utilizado para analise de area de superficie.

Para confirmar o método utilizado na afericdo da area de superficie, utilizamos, como
controle positivo, cortes encefalicos do niicleo ARH nivel rostral e caudal, onde avaliamos
neurdnios que expressam o gene Kiss/ e que expressam, condicionalmente ao gene, a proteina
fluorescente verde (hrGFP) de fémeas adultas, em diferentes condigdes: diestro, OVX e OVX
com reposicao de estradiol (OVX+E2) (Figura 6).

Ao avaliarmos a area de superficie de neurénios que expressam o gene Kiss/ no nucleo
ARH nivel rostral, notamos que o grupo OVX continha neuronios Kissl com maior area de
superficie em relagdo aos grupos diestro e OVX+E2 (Figura 7A). Ao analisarmos a area de
superficie de neurdnios Kissl no nticleo ARH caudal, observamos que, além dos neurdnios
apresentarem maior area de superficie em relacdo aos demais grupos, os neuronios avaliados
no grupo OVX+E2 eram significativamente menores em relagdo aos dados obtidos no grupo

diestro (Figura 7B), de acordo com dados publicados previamente (Frazao et al. 2013).
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OVX+E2
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Figura 6: Avaliacio de neurdnios que expressam o gene KissI nos nucleos arqueado rostral e
caudal. Fotomicrografias em fluorescéncia demonstrando um corte coronal do encéfalo de camundongo
contendo os nucleos arqueado (ARH) rostral (A, B, C) e arqueado caudal (D, E, F) de fémeas adultas
(60 a 90 dias) em diferentes condi¢des. (A, D): Diestro (n= 3), (B, E): submetidas a ovarectomia (OVX)
(n= 3), (C, F): submetidas a ovarectomia com reposi¢do de estradiol (OVX+E2) (n= 3). Abreviaturas:
3V, terceiro ventriculo. Escala =100 pm.
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Figura 7: Area de superficie de neurdnios que expressam o gene KissI no nicleo arqueado nivel
rostral e caudal. (A, B) Graficos de barras demonstrando a area de superficie de neurénios que
expressam o gene Kiss/ no nucleo arqueado (ARH) rostral (A) e caudal (B) em diferentes condi¢des:
Diestro (n= 3), fémeas submetidas a ovarectomia (OVX) (n= 3), ou submetidas a ovarectomia com
reposicao de estradiol (OVX+E2) (n=3). Média =+ EP, as barras que ndo compartilham as mesmas letras
apresentam diferencas estatisticas sendo que: para (A) ARH rostral (P< 0,02) e para (B) ARH caudal
(P<0,001).
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4.3  Quantificacio e medida da area de superficie dos neurénios LepR na area pré-
optica medial

Os cortes encefalicos obtidos das fémeas LepR em diferentes idades: pré-pubere,
pubere, adultas e OVX foram submetidos a analise, conforme mencionado no topico 3.6. Ao
avaliarmos o numero de neurdnios na regido MPO (Figura 8 A), observamos que tanto o nimero
de neurdnios (Fig 8B), como a area de superficie aferida neste nucleo (Fig 8C), nos grupos pré-

pubere, pubere, adulta e OVX foram semelhantes.
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Figura 8: Avaliacdo de neurdnios que expressam o receptor de leptina na area pré-éptica medial.
(A) Fotomicrografia em fluorescéncia demonstrando um corte coronal do encéfalo de camundongo
contendo a area médial pré-optica (MPO) de fémea adulta. (B) Grafico de barras demonstrando o
numero de neurdnios que expressam o receptor de leptina (LepR) na MPO de fémeas em diferentes fases
da maturacdo sexual: pré-ptuberes (n=9), puberes (n= 5), adultas (n= 10) ou que foram submetidas a
ovarectomia (OVX) (n= 11). (C) Grafico de barras demonstrando area de superficie de neurénios que
expressam o LepR na MPO em diferentes fases da maturacdo sexual e em fémeas submetidas a OVX.
Média + EP (P > 0,05). Abreviaturas: qo, quiasma 6ptico. Escala =100 um.

4.4  Quantificacdo e medida da darea de superficie dos neurdonios LepR no niicleo
arqueado.

Ao avaliarmos a por¢do rostral do ARH (figura 9A) observamos que o numero de
neurdnios do grupo pré-pubere era significativamente menor quando comparado com os dados
obtidos nos grupos pubere, adultas e OVX (Figura 9B). Entretanto, na por¢ao caudal do ARH
(Figura 9D), notamos que a contagem do numero de neurdnios foi semelhante entre os animais
dos grupos pubere e adulta, sendo diferente dos demais grupos experimentais. Sugerindo que
ocorre um aumento progressivo no numero de neuronios com a idade (Figura 9E). Entretanto,
na analise da area de superficie dos neurdnios que expressam o LepR nos niveis rostral e caudais
do ARH (Figuras 9C e 9F), ndo observamos diferencas significativas entre os diferentes grupos

experimentais.
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Figura 9: Avaliacdo de neurdnios que expressam o receptor de leptina no nicleo arqueado.
Fotomicrografia em fluorescéncia demonstrando corte coronal do encéfalo de camundongo contendo
nucleo arqueado (ARH) rostral e caudal de fémea adulta. (A, D) Grafico de barras demonstrando o
numero de neurdnios que expressam o receptor de leptina (LepR) no ARH rostral e caudal de fémeas
em diferentes fases da maturagdo sexual: pré-puberes (n= 10), puberes (n= 5), adultas (n= 9) ou que
foram submetidas a ovarectomia (OVX) (n= 11). (B, E) Grafico de barras demonstrando a area de
superficie de neuronios que expressam o LepR no ARH rostral e caudal em diferentes fases da maturagdo
sexual e em fémeas submetidas 8 OVX (C, F). Média + EP, as barras que ndo compartilham as mesmas
letras apresentam diferencas estatisticas (P < 0,05). Abreviaturas: 3V, terceiro ventriculo. Escala =100
pum.

4.5  Quantificacdo e medida da area de superficie dos neurdénios LepR no niticleo pré-
mamilar ventral.

Na andlise do nucleo PMv (Figura 10) observamos que ndo houve diferenca
significativa no numero de neurdnios que expressam o LepR entre os grupos analisados (Figura
10B). Além disso, ao realizarmos a afericdo da area de superficie de neurdnios LepR, neste

nucleo, ndo observamos diferengas significativas entre os grupos avaliados (Figura 10C).



35

Pré pubere
C Pubere

2 . Adulta
£ 400, S 150, WOW
(‘5 & T

300 _
2 2 E 100
2 2001 75
= = & 501
s 100 «
= 2
= 0 < 0
Z.

Figura 10: Avaliacdo de neurdnios que expressam o receptor de leptina no nicleo pré-mamilar
ventral. (A) Fotomicrografia em fluorescéncia demonstrando um corte coronal do encéfalo de
camundongo contendo o nucleo pré-mamilar ventral (PMv) de fémea adulta. (B) Grafico de barra
demonstrando o nimero de neurdnios que expressam o receptor de leptina (LepR) no PMv de fémeas
em diferentes fases da maturagdo sexual: pré-puberes (n= 9), puberes (n= 5), adultas (n= 10) ou que
foram submetidas a ovarectomia (OVX) (n= 11). (C) Grafico de barras demonstrando a area de
superficie de neuronios que expressam o LepR no PMv em diferentes fases da maturagdo sexual e em
fémeas submetidas a OVX. Média + EP, as barras que ndo compartilham as mesmas letras apresentam
diferencas estatisticas (P < 0,05). Abreviaturas: 3V, terceiro ventriculo. Escala =100 pm.

4.6  Percentual de neurdnios responsivos a LepR.

Para que pudéssemos calcular o percentual de células responsivas a leptina, realizamos
a técnica de imunoistoquimica de fluorescéncia para detec¢do de pSTAT3 em uma série
representativa dos cortes encefalicos de cada grupo experimental (pré-pubere, adulta e OVX).
Para que pudéssemos contabilizar somente neurdnios responsivos a leptina em cada nucleo
analisado, ap6s o jejum, cada grupo experimental foi subdivido em um grupo controle, que
recebeu injecdo de PBS Dubeco, e em um grupo leptina, que, que recebeu inje¢ao de leptina.
Nos nucleos analisados, neurénios LepR do grupo controle ndo foram duplamente marcados
(Figura 11A e 11C), enquanto que no grupo leptina, podemos ver que ocorreu dupla marcagao

em neuronios responsivos a leptina (Figura 11B e 11D).
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Figura 11: Imunoistoquimica de fluorescéncia para marcaciio do estado fosforilado de neurdnios
LepR no niucleo arqueado. Fotomicrografias em fluorescéncia demonstrando um corte coronal do
encéfalo de camundongo contendo o nucleo arqueado (ARH) rostral de fémeas pré-puberes (A, B) e
OVX (C, D). Os animais foram submetidos a inje¢do de PBS Dubeco no grupo controle (A, C) ou a
inje¢do de leptina (B, D). Neurdnios que expressam o receptor de leptina (LepR) foram identificados
pela sua proteina fluorescente enddgena, tdTomato (vermelha); neurdnios que tiveram seu receptor
ativado foram identificados pela imunorreatividade ao pSTAT3 (verde), e os neurdnios duplamente
marcados, tanto LepR quanto pSTATS3, apresentam coloracdo amarela na sobreposi¢do das imagens.
Abreviaturas: 3V, terceiro ventriculo. Escala =100 pm.

Ao analisarmos o percentual de neurdnios LepR responsivos a leptina observamos que
na MPO um percentual similar de células que expressam o LepR ¢ responsivo a leptina nos
grupos pré-pubere e adulta e nos grupos adulta e OVX, entretanto, notamos uma diminui¢ao
significativa no percentual de neurdnios responsivos a leptina no grupo OVX em comparagao
ao grupo pré-pubere (Tabela 1).

Na analise do percentual de células responsivas no niicleo ARH observamos que houve
um aumento no percentual de neurdnios responsivos a leptina quando comparamos o grupo pré-
pubere ao grupo adulta, sendo os dados obtido no grupo OVX semelhantes aos grupos pré-
pubere e adulta no nivel rostral do ARH. No nivel caudal do ARH, embora ndo tenhamos

notado diferencas significativas no percentual de neurdnios responsivos a leptina entre os



37

grupos, podemos observar que houve uma tendéncia ao aumento do niimero desses neurdnios
(P =10.08) (Tabela 1).

Na analise do nucleo PMyv, verificamos um aumento ndo significativo no percentual de
células responsivas a leptina quando comparamos o grupo pré-pubere aos grupos adultae OVX.
Contudo, houve diferencas estatisticas quando analisamos o niimero de neurénios que foram
duplamente marcados quando comparamos os grupos pré-pubere e adulta, porém o grupo OVX

apresentou semelhanca estatistica com os grupos pré-pubere e adulta (Tabela 1).



MPO Pré-pubere n=3  Adulta n=3 OVXn=3 P
LepR 3343+ 164" 2953+48,8 251,0+77,7° 0,6
Dupla marcago 165,7+14,8°  122,0+£50"® 563+13.8" 0,05
% 49.6 + 4,0 43.5+6,6"  242+3,09" 0,02
ARH rostral Pré-pubere n=3  Adulta n=3 OVXn=3 P
LepR 553+ 14,6°  143,0+13,8° 142,7+6,7° 0,003
Dupla marcago 25,7+10,4° 943+8,6°  883+37 0,002
% 41,7 + 8,8° 66,1 £2.4°  61,9+14™ 0,03
ARH caudal Pré-pubere n=2  Adulta n=3 OVXn=3 P
LepR 19,0+ 13,0° 823+8,7° 1140+7,0 0,002
Dupla marcago 8,0+6,0° 48,7+ 12,0  63,7+74> 0,03
% 38,5+52° 572495  555+3,0% 025
PMy Pré-pubere n=2  Adulta n=3 OVXn=3 P
LepR 306,5+50,5°  256,3+15,03° 236,7+32,4° 04
Dupla marcago 1145+0,5*  1543+52° 138,0+10,0° 0,04
% 38,5+6,1° 60,4 +1,7° 60,5+ 8,8 0,12
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Tabela 1. Percentual de neurdnios responsivos a leptina na area medial pré-optica, nicleo
arqueado e nucleo pré-mamilar ventral. Média + EP, letras diferentes representam diferencas
estatisticas. Abreviaturas: MPO, area pré-optica medial; ARH, nticleo arqueado do hipotdlamo; PMyv,
nucleo pré-mamilar ventral; LepR, receptor de leptina; %, percentual de neurdnios responsivos a leptina
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5 DISCUSSAO

Nosso trabalho averiguou se neurdnios LepR presentes em nucleos hipotalamicos,
diretamente relacionados com eventos reprodutivos, sofrem alteragdes morfologicas mediante
diferentes condi¢des hormonais, uma vez que essas mudancas podem indicar possiveis
variagdes na atividade neuronal. Para que as fémeas fossem incluidas no presente projeto,
analisamos parametros de maturagdo sexual ja& descritos por nosso grupo de pesquisa; 0s
animais que ndo estavam dentro da média de idade correspondente aos eventos ndo foram
inclusos neste projeto (T. M. Bohlen et al. 2016; Tabata Mariz Bohlen et al. 2018; Silveira et
al. 2017). Além disso, a metodologia empregada para a andlise das alteracdes morfoldgicas,
quando analisamos neurdnios Kiss1, corroborou com resultados descritos na literatura (Frazao
et al. 2013; Rometo et al. 2007), mostrando que a escolha da técnica utilizada foi eficaz para
avaliar os parametros propostos por este projeto.

Dentre nuacleos analisados, nao observamos alteragdo no numero de neur6nios nos
nucleos MPO e PMv. Entretanto, nossas analises mostraram que no nucleo ARH,
especificamente, tanto no nivel rostral quanto no nivel caudal, ocorre um aumento no numero
de neurdnios LepR concomitante ao avango da idade. Nao podemos descartar a possibilidade
de que esse resultado seja resultante da metodologia empregada, embora seja rotineiramente
utilizada por nosso grupo de pesquisa (T. M. Bohlen et al. 2016; Tabata Mariz Bohlen et al.
2018; Cravo et al. 2013; Frazao et al. 2013; Lima et al. 2018; Silveira et al. 2017). Apesar de
quantificarmos neuronios LepR localizados na superficie do corte e em um plano de duas
dimensdes, consideramos somente os neurdnios que tiveram sua membrana nitidamente
delimitada, desconsiderando possiveis distor¢des ou deformagdes que pudessem estar presentes
na imagem contendo o nucleo analisado.

Estrogeno e leptina interagem assumindo um papel fundamental ndo s6 no controle
metabolico (regulando adiposidade, gasto energético e termogénese), provocando um efeito
anorexigeno, mas também no controle do eixo reprodutivo (Heine et al. 2000; Naaz et al. 2002).
Corroborando esse fato, estudos mostraram que em regides do hipotdlamo ligadas tanto a
homeostase energética quanto ao controle da reproducao, dentre elas os nucleos MPO, ARH e
PMyv, a maioria das células LepR também sdo imunorreativas a anticorpos que reconhecem
receptores de estrogeno alfa e beta (ERa e ERB) (Clegg et al. 2006; Del Bianco-Borges et al.
2010; Diano et al. 1998; Simerly et al. 1990). Tendo em vista essa relacdo entre estrogeno e
leptina, Bless e colaboradores demonstraram que ocorre a formagdo de novos neurénios que
coexpressam ERa e LepR no nucleo ARH de fémeas adultas dependentes do nivel de estradiol

e alimentacdo hipercalorica (Bless et al. 2016). Sabe-se que o desenvolvimento do hipotalamo
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depende da exposi¢do a um ambiente intrauterino, onde células sdo geradas, assim como
exposi¢do a um ambiente extrauterino, onde conexdes neurais sdo estabelecidas (Bouret et al.
2004). A capacidade do hipotdlamo de gerar novos neurdnios ndo se restringe somente a vida
intrauterina, sendo possivel que ocorra neurogénese durante a vida adulta (Kokoeva et al. 2007).
Diferente do que foi mostrado no trabalho de Bless e colaboradores (2016), as fémeas utilizadas
no presente estudo ndo passaram por uma dieta hipercalérica, porém, foram analisadas em
diferentes estagios de maturagdo sexual, ou seja, fémeas em diferentes condi¢cdes hormonais,
pois, como vimos no nosso trabalho, houve varia¢ao no peso uterino nos diferentes grupos, fato
que pode ser um indicativo dos niveis séricos de estradiol, ou associado ao crescimento do
animal (Frazao et al. 2013). Analisando os momentos onde possiveis variacdes hormonais estao
acontecendo, principalmente, da fase pré-pubere a fase adulta, poderiamos sugerir que o
aumento no numero de neurdnios LepR, presentes no nucleo ARH, concomitante com o
aumento da idade, pode ser resultado de um processo de neurogénese influenciado pela
presenga de estrogenos circulantes, hipotese que precisara ser confirmada.

Uma outra hipotese que poderia ser levantada, a partir dos resultados mostrados no
nosso trabalho, ¢ se esse aumento no numero de neurdnios observado no ARH ocorre por uma
posterior expressdao de LepR, ou seja, se neurdnios que tem potencial para expressar RNAm
para esse receptor ja estdo presentes no nucleo ARH e passam a ser expressos apos um
determinado estimulo, como por exemplo o aumento na massa de gordura corporal. Estudos em
camundongos e ratos mostram que, no inicio do periodo pré-pubere hd um aumento nos niveis
de leptina circulante e aumento da expressido de RNAm de LepR, no nicleo ARH, que ¢
independente da massa de gordura corporal e que, apesar dos niveis aumentados de leptina
sérica, os animais apresentam uma elevada ingestdo alimentar (Ahima et al. 1998; Devaskar et
al. 1997; Morash et al. 2003). Isso sugere que nesse periodo inicial de vida, o efeito anorexigeno
da leptina ¢ ausente (Cottrell et al. 2009; Proulx et al. 2002). Diferente da sua fun¢do em adultos,
onde a leptina participa, dentre outras atividades, do controle da homeostase energética, em
neonatos a leptina atua na proliferacdo, manutengdo, além da diferenciagdo de neurdnios e
células gliais (Udagawa et al. 2007). O presente estudo mostra que, no nicleo ARH, o nimero
de neurdnios aumenta a partir da fase pubere. Por ndo exercer controle no metabolismo
energético durante esse estagio inicial da vida, ¢ possivel que neurénios que tem potencial para
expressar LepR ndo o expressem por um determinado periodo até que a leptina comece a
exercer fungdes metabodlicas e neuroenddcrinas para que o estimulo seja reconhecido e o LepR
passe entdo a ser expresso nesses neurdonios. Um estudo realizado em camundongos machos,

revelou que o pico de neurogénese, no nucleo ARH, acontece entre os dias 12 e 14 de vida
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intrauterina (cerca de 60-70% dos neurdnios LepR) e entre os dias 16 e 18 do mesmo periodo
(40-20%, respectivamente). Esse estudo aponta que somente 1-10% dos neurdnios responsivos
a leptina sdo fruto de neurogénese na fase adulta (Ishii and Bouret 2012). A partir dessas
informagdes, seria interessante investigar se 0 aumento no numero de neurdnios pode ser
explicado por uma possivel neurogénese ou se esses neurdnios LepR ja se encontram presentes
no nucleo ARH até que um determinado estimulo seja percebido para que seu receptor passe a
ser expresso. Também seria interessante investigar o nimero de neurdnios LepR em janelas
temporais menores, ou seja, investigar o numero de neuroénios LepR em animais que estdo na
faixa de idade entre os grupos pré-ptibere e pubere, de forma a confirmar se esse aumento no
nimero de neurdnios acontece uma vez que a puberdade ¢ iniciada ou se ocorre um aumento
progressivo no numero de células com o avanco da idade.

Quanto a area de superficie de neurdnios LepR, nossos resultados indicaram que
somente algumas populagdes neuronais especificas no ARH sdo passiveis de sofrer alteragao
morfoldgica mediante variagao nos niveis de hormonais, visto que ndo foram observados efeitos
semelhantes em neurdnios LepR no ARH e demais areas analisadas em comparagdo aos dados
obtidos em neuronios Kissl (Frazao et al. 2013; Rometo et al. 2007). Além disso, uma outra
causa pode ser o fato de termos diferentes populagdes neuronais do ponto de vista neuroquimico
(inclusive no ARH) que expressam o LepR, o que pode dificultar que essas alteracdes sejam
percebidas. Isso pode ser justificado, também, pelo fato da sinalizagdo do estrégeno ndo agir
diretamente na via de sinalizagdo de pSTAT3, uma vez que a ativagdo de neurdnios que
expressam ambos os receptores ocorrem de forma independente (Kim et al. 2016).

Embora a area MPO e o nticleo PMv sejam extremamente relevantes para que ocorra o
inicio da maturacdo sexual, ndo notamos, nesses nucleos, diferencas estatisticas quanto ao
nimero de neurénios ou quanto a area de superficie de neurdnios LepR. Entretanto, esses
resultados ndo excluem a possibilidade de que outras alteragcdes possam ocorrer. Seria
interessante avaliar se esses neurdnios sofrem alteracao do ponto de vista biofisico (dado que
estd sendo investigado pelo nosso grupo de pesquisa), além de modificagdes quanto a conexdes
neurais ou arboriza¢do dendritica.

Além de quantificar o nimero de neuronios e aferir a area de superficie de neurdnios
LepR, realizamos a técnica de imunoistoquimica de fluorescéncia para o estado fosforilado de
STATS3 para avaliar o percentual de neurénios LepR responsivos a leptina. Observamos que o
percentual de neurdnios que expressam pSTAT3 apds estimulo da leptina variou entre os grupos
em cada nucleo analisado. Ao analisar a densidade relativa de pSTAT3 de neur6nios LepR

responsivos a leptina, o percentual de neurdnios responsivos foi significativamente maior em
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animais pré-puberes na MPO. Um estudo em 2010, analisou diferentes regides hipotaldmicas e
mostrou que a expressao de pSTAT3 em pré-puberes ¢ relativamente maior quando comparada
com animais adultos nessa area (Caron et al. 2010). Nossos resultados diferem dos dados
apresentados nesse estudo, uma vez que nao vimos diferenca estatistica entre os grupos pré-
pubere e o grupo adulta. Nossos dados da area MPO, mostraram uma diminui¢do somente
quando comparamos os grupos pré-pubere e OVX. Todavia, essa diferenca nos resultados pode
ser devido a escolha do método utilizado para andlise; Caron e colaboradores avaliaram a
densidade relativa de expressdo de pSTAT3, enquanto que o nosso estudo mostra uma
quantificagdo manual de neuronios duplamente marcados. Uma hipdtese que poderia justificar
a diminui¢cdo do percentual de neurdnios responsivos a leptina que vimos ao analisarmos o0s
grupos pré-pubere ¢ OVX na area MPO, poderia explicado pelo fato de que a populagdo de
neurdnios imunorreativos ao ERa, nessa area, diminuem com o avanco da idade (Yaghmaie et
al. 2005). Visto que nesse nucleo a maioria dos neurdénios que expressam ERa colocalizam com
LepR (cerca de 80%) (Del Bianco-Borges et al. 2010; Kim et al. 2016), ¢ possivel que a
diminui¢do de neuronios LepR seja influenciada pela diminui¢do de neurdnios que expressam
ERa. No ntucleo PMv, ndo observamos diferenca estatistica entre os grupos e sim, uma
tendéncia ao aumento no nimero de células responsivas a leptina, fato que pode ser justificado
pelo N experimental. Porém assim como no ARH a responsividade a leptina parece aumentar
apos a puberdade. Entretanto ¢ necessario ressaltar que em nosso modelo, a proteina
fluorescente tdTomato esta condicionada a expressao do gene que codifica o LepR. A sequéncia
que transcreve o tdTomato ¢ genomicamente ativada de forma permanente se o neurdnio, em
algum momento, expressar o LepR. Se por algum motivo a célula ndo expressar o LepR
posteriormente a proteina permanecera expressa. Associados ao estudo das propriedades
biofisicas de neuronios LepR os resultados apresentados contribuirdo com o conhecimento

sobre possiveis alteragdes ocorrem com neurdnios LepR ao longo do desenvolvimento.
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6 CONCLUSAO

Os neurdnios que expressam o LepR nas areas MPO e PMv ndo sofrem alteragdes
morfoldgicas ao longo do desenvolvimento, entretanto a responsividade a leptina parece ser
influenciada pelos niveis circulantes de estrogenos nesses nucleos hipotaldmicos. Por outro
lado, no ARH o avango da idade ¢ acompanhado pelo aumento do numero de neurdénios, porém,
ndo foram detectadas diferengas na responsividade a leptina no que se refere aos niveis
circulantes de estrogenos. Sugerimos, portanto, que a interagdo entre estrogenos e leptina pode

atuar modulando diferentes regides hipotaldmicas de forma diferenciada.
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