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DOS SANTOS, W O. Importancia da sinalizagcdo do GH sobre neurdnios
GABAeérgicos e glutamatérgicos para o controle do balanco energético e
homeostase glicémica, 2020. 75 f. Dissertacdo (mestrado em Fisiologia
Humana) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo
Paulo, 2020.

Grande numero de publicagBes tem focado na caracterizagcdo dos neurdnios
que regulam o balanco energético. Nesse contexto, foi identificado que
neurdnios que expressam determinados neurotransmissores peptidérgicos sdo
importantes reguladores do balanco energético e alvos de hormdnios, como a
leptina. Contudo, pouca atencao tem sido dada na identificacdo dos neurbnios
que regulam o metabolismo e expressam neurotransmissores classicos,
incluindo o acido gama-aminobutirico (GABA) e o glutamato. Nosso grupo de
pesquisa publicou um estudo demonstrando que varios nucleos encefalicos sdo
responsivos ao horménio do crescimento (GH). Porém, pouco se sabe sobre a
identidade neuroquimica destes neurbnios. O presente trabalho tem o objetivo
de identificar quais neurbnios responsivos ao GH sdo glutamatérgicos ou
GABAérgicos e qual a importancia de cada uma dessas populacdes neurais
para os efeitos centrais do GH sobre o controle do balanco energético,
crescimento corporal e homeostase glicémica. Usando camundongos que
expressam GFP em neurbnios GABAérgicos e glutamatérgicos determinamos
as populacdes neuronais que sdo responsivas ao GH, por meio da identificacédo
da fosforilacdo do STAT5 ap0ds injecéo i.p. de GH. Encontramos diversas areas
com grande densidade de neurbnios GABAérgicos (septo lateral, nucleo
intersticial da estria terminal divisdo medial anterior, nicleo central da amigdala
e nucleo arqueado do hipotalamo tuberal) e glutamatérgicos (nucleo pré-éptico
medial, nudcleo periventricular, nulcleo paraventricular do hipotalamo, éarea
hipotalamica lateral, nucleo ventromedial do hipotalamo, nucleo pré-mamilar
ventral e area tegmental ventral) que sdo responsivos ao GH. Entao,
produzimos camundongos nocautes (KO) para o receptor de GH (GHR) apenas
em neurbnios glutamatérgicos (VGLUT2 positivos) ou GABAérgicos (VGAT
positivos). Foi observado que fémeas e machos VGAT GHR KO tiveram
aumento de peso corporal e massa magra em relacdo aos animais controle,
enquanto que os animais VGLUT2 GHR KO apresentaram diminuicdo. Os
machos VGAT GHR KO apresentaram menor massa gorda que 0S animais
VGLUT2 GHR KO. Os animais VGLUT2 GHR KO machos apresentaram maior



gasto energético e consumo alimentar que os animais VGAT GHR KO. Os
animais VGLUT2 GHR KO apresentaram melhor tolerancia a glicose e maior
sensibilidade a insulina em comparagdo aos outros grupos, tanto nos machos
guanto nas fémeas. Os animais VGAT GHR KO e VGLUT2 GHR KO machos
apresentaram menor glicemia em relacdo ao grupo controle apdos glicopenia
induzida por 2-deoxi-D-glicose. Tanto machos como fémeas VGLUT2 GHR KO
apresentaram diminuicdo na resposta hiperfagica a injecdo de 2-deoxi-D-
glicose. Apés desafiar os animais a restricdo de 40% do seu consumo habitual,
os animais VGAT GHR KO fémeas perderam mais peso corporal e massa
magra que os VGLUT2 GHR KO, enquanto os machos VGLUT2 GHR KO
perderam menos peso corporal e massa magra que os animais VGAT GHR KO
e controle. Esses resultados permitiram identificar as populagbes neuronais e
as funcbes do GH mediadas pelos neurbnios GABAérgicos e glutamatérgicos.
Esses neurdnios parecem desempenhar funcdo complementar nos efeitos

induzidos pela acao central do GH.

Palavras chaves: Hipotalamo. Neuroendocrinologia. Horménio do

crescimento. Metabolismo. Neurotransmissor.



DOS SANTOS, W O. Importance of GH signaling on GABAergic and
glutamatergic neurons for the control of energy balance and glycemic
homeostasis, 2020. 75 p. Dissertation (MD in Human Physiology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sado Paulo, 2020.

A large number of publications focus on the characterization of neurons that
regulate energy balance. In this context, it was identified that neurons that
express peptide neurotransmitters are important regulators of energy balance
and hormones, such as leptin. However, little attention has been paid to
identifying neurons that regulate or metabolize and express classic
neurotransmitters, including gamma-aminobutyric acid (GABA) and glutamate.
Our research group published a demonstrative study of several brain nuclei
responsible for growth hormone (GH). However, little is known about the
neurochemical identity of these neurons. The present work aims to identify
which neurons responsible for GH are glutamatergic or GABAergic and what is
the importance of each of these neural consequences for the effects of GH on
the control of energy balance, body growth and chemical homeostasis. Using
mice expressing GFP in GABAergic and glutamatergic neurons determined as
statistics of neurons that are responsive to GH, by identifying STAT5
phosphorylation after i.p. of GH. Several areas with high density of GABAergic
neurons (lateral septum, bed nucleus of the stria terminalis, medial division,
central nucleus of the amygdala and arcuate nucleus of the hypothalamus
tuberal) and glutamatergic (medial preoptic nucleus, periventricular nucleus,
paraventricular nucleus of the hypothalamus, lateral hypothalamic area,
ventromedial nucleus of the hypothalamus, ventral premammary nucleus and
ventral tegmental area) that are responsible for GH. It then produces knockout
mice (KO) for the GH receptor (GHR) only on glutamatergic (VGLUT2 positive)
or GABAergic (VGAT positive) neurons. It was observed that the VGAT GHR
KO females and males had increased body weight and lean mass in relation to
the control animals, while the VGLUT2 GHR KO animals decreased. VGAT
GHR KO males had lower fat mass than VGLUT2 GHR KO animals. The male
VGLUT2 GHR KO animals showed higher energy expenditure and food
consumption than the VGAT GHR KO animals. The VGLUT2 GHR KO animals
showed better glucose tolerance and greater insulin sensitivity compared to
other groups, both in males and females. The animals VGAT GHR KO and
VGLUT2 GHR KO reduce blood glucose in relation to the control group after



glycopenia induced by 2-deoxy-D-glucose. Both males and females VGLUT2
GHR KO decreased in the hyperphagic response to the injection of 2-deoxy-D-
glucose. After challenging animals with a restriction of 40% of their usual
consumption, VGAT GHR KO animals lose more body weight and lean mass
than VGLUT2 GHR KO, while VGLUT2 GHR KO males lose less body weight
and lean mass than VGAT GHR animals KO and control. These results allow
the identification of neuronal changes and GH functions mediated by
GABAergic and glutamatergic neurons. These neurons appear to use
complementary functions in the effects induced by the central action of GH.

Keywords:  Hypothalamus.  Neuroendocrinology.  Growing  hormone.

Metabolism. Neurotransmitter.
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1 INTRODUCAO

Os sistemas que garantem o equilibrio entre a ingestao de calorias e 0 gasto
energético, na maioria das vezes sao tremendamente precisos. Eles asseguram um
nivel adequado de energia para executar as fungdes fisiologicas (Sandoval et al.,
2008). Houve muito progresso na identificagdo da importancia do hipotdlamo e do
tronco encefalico nos diversos mecanismos neurais em que o cérebro é informado
sobre a quantidade de nutrientes ingeridos e estocados (Daniel Damiani, 2011). O
hipotdlamo desempenha o papel mais importante no controle do apetite. Os sinais
provenientes do intestino, do tronco encefalico e outros sinais periféricos que atuam
no controle da ingestdo alimentar sdo processados pelo hipotalamo. Os nucleos
hipotalamicos arqueado (ARH), paraventricular (PVN), ventromedial (VMH), bem
como a area hipotalamica lateral (LHA) possuem a funcdo de integrar as
informacdes periféricas acerca dos estoques energéticos a fim de modular a

ingestao alimentar e o gasto energético (Abdalla, 2017).

O nudcleo arqueado apresenta duas subpopulacdes de neurbnios que agem
como sensores de primeira ordem para os sinais que chegam da periferia. Os
neurdbnios que co-expressam o neuropeptidio Y (NPY) e o pepitideo relacionado a
agouti (AgRP), bem como aqueles que expressam a pré-opiomelanocortina (POMC),
sdo o0s principais reguladores centrais da homeostase energética. Os neurbnios
POMC produzem e secretam o horménio melanécito-estimulante-alfa (a-MSH) e o
transcrito regulado por cocaina e anfetamina (CART), que apresentam efeito
anorexigeno, enquanto que os peptideos secretados pelos neuronios NPY/AgRP
promovem o consumo alimentar (efeito orexigeno) em animais, mesmo depois de
saciados (Myers, 2008; Krashes et al., 2011). Enquanto o a-MSH ativa os receptores
de melanocortina-4 (MC4R) para prevenir o ganho de peso corporal, o AgRP age
como antagonista enddgeno e inibe 0 MC4R para promover ganho de peso corporal.

O principal horménio que atua na regulacdo dessas vias € a leptina que é
produzida e secretada pelos adipdcitos. Sua principal funcéo é enviar sinais para o
hipotadlamo referentes aos niveis de gordura estocada ou mudancas no tecido
adiposo (Pan and Myers, 2018). A secrecao de insulina pelas células p-pancreaticas
aumenta proporcionalmente a glicemia. A leptina e a insulina atuam no sistema

nervoso central (SNC) para diminuir a ingestdo alimentar e promover o gasto
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energético. Esses hormoénios suprimem a atividade dos neurdnios produtores de
NPY e aumentam a atividade dos neurdnios produtores de POMC (Sainz et al.,
2015).

Interessantemente, muito destaque se deu na identificacdo dos neurénios que
regulam o balanco energético e que expressam neurotransmissores peptidérgicos.
Contudo, menos atencao tem sido dada na expressdo de neurotransmissores
cldssicos pelos neurbnios que regulam o balanco energético, incluindo o &cido

gama-aminobutirico (GABA) e o glutamato.

1.1 Neurotransmissores glutamato e GABA

O glutamato é um dos neurotransmissores mais abundantes no sistema
nervoso central (SNC). Ele esta envolvido na maior parte das fungbes normais
encefélicas, incluindo cognicdo, memodria e aprendizado. O glutamato também
possui grande importancia no desenvolvimento do SNC, incluindo inducdo e
eliminacdo de sinapses, migracdo celular, diferenciagdo e morte celular (Golan,
2013; Costanzo, 2014). Ele é sintetizado tanto por glutaminases, presentes nas
mitocondrias de neurbnios pré-sinapticos, como por transaminagdo do a-
cetoglutarato, intermediario do ciclo de Krebs (Nelson, 2014). Assim, parte da
glicose metabolizada pelos neurbnios também pode ser usada para sintese de
glutamato. ApdGs sua sintese, 0 glutamato é armazenado em vesicula sinaptica por
um trocador de prétons (VGLUT), podendo ser da isoforma 1, 2 ou 3 (VGLUT1],
VGLUT2 e VGLUTS3, respectivamente). O VGLUTL1 é expressado no cértex cerebral,
hipocampo e cerebelo. J& o VGLUT2 é expresso no cortex cerebral, talamo e é a
principal isoforma encontrada no hipotalamo. O VGLUT3 é encontrado tanto na
substéancia negra, como no nucleo da rafe, ndcleo accumbens e cértex cerebral (Bai
et al., 2001; Fremeau et al., 2002; Gras et al., 2002; Herzog et al., 2004). Como o
VGLUT2 é expresso em grande quantidade no hipotalamo, ele tem sido um bom
marcador de neurénios glutamatérgicos nessa regiao (Borgius et al., 2010; Vong et
al., 2011).

A maior parte dos receptores para glutamato geram respostas excitatérias,
mas também existem receptores que podem desencadear respostas inibitérias,

como € o caso dos receptores metabotropicos para glutamato (mGIluR) acoplados a
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proteina G inibitoria. Este estimulo inibitério impede que o glutamato seja liberado na
fenda sinaptica (Smolders et al., 2004; Windisch and Czachowski, 2018). Os
receptores para glutamato sao divididos em subgrupos ionotrépicos (AMPA, cainato
e NMDA) e metabotrépicos (mGIuR). Os receptores ionotropicos sdo compostos por
multiplas subunidades que, ao serem ativadas, permitem a entrada de ions sadio,
potassio e algumas vezes calcio através da membrana plasmatica, gerando
respostas sindpticas predominantemente excitatorias (despolarizacéo) e rapidas. Ja
0s receptores metabotropicos sdo ligados a proteina G e, quando estimulados,
ativam segundos mensageiros que regulam os fluxos i6nicos de outros canais,
provocando despolarizacdo da membrana, exercendo estimulo excitatério quando
acoplado a proteina G excitatéria ou inibitéria quando acoplado a proteina G
inibitéria (Rang et al., 2012; Windisch and Czachowski, 2018).

O GABA é outro neurotransmissor amplamente presente no SNC. Possui
receptores na maioria das membranas celulares de neurbnios e astrocitos
(Costanzo, 2014). A maioria desses receptores geram sinais inibitérios que
diminuem a excitabilidade neuronal por meio de varios mecanismos, influenciando
muitos circuitos e funcdes neurais. FArmacos que modulam esses receptores afetam
a reatividade e a atencdo, a formacdo de memoria, a ansiedade, o sono e o ténus
muscular. Contudo, os receptores de GABA também podem gerar estimulos
excitatorios. No desenvolvimento neonatal, os receptores GABAa geram estimulos
excitatorios que sao importantes para o desenvolvimento neonatal e a formacéo de
redes neurais no inicio da vida. Com o passar dos estagios do desenvolvimento,
esses estimulos passam a ser inibitérios (Ben-Ari, 2002; Owens and Kriegstein,
2002; Marty and Llano, 2005).

A sintese de GABA é mediada pela enzima glutamato descarboxilase (GAD),
que converte o glutamato em GABA nas terminacdes nervosas GABAérgicas
(Golan, 2013). O GABA é armazenado em vesiculas pré-sinapticas por um
transportador especifico, conhecido como VGAT. Em resposta a um potencial de
acdo, o GABA ¢ liberado na fenda singptica para promover sua acao,
predominantemente inibitéria (Nelson, 2014). Existem duas classes de receptores de
GABA. Os receptores de GABA ionotropicos (GABAa e GABAC) sao proteinas de
membrana com multiplas subunidades que agem como canal i6nico de cloreto.

Assim, o neurotransmissor GABA se liga em seus receptores pos-sinapticos,
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gerando influxo de cloreto e consequentemente hiperpolarizacdo, reduzindo a
probabilidade de que estimulos excitatorios possam iniciar potenciais de acao (Rang
et al.,, 2012). Ja os receptores de GABA metabotropicos (GABADb) sdo receptores
acoplados a proteina G que interferem nas correntes ibnicas neurais por meio de

segundos mensageiros.

Apesar de ser muito melhor descrito o papel de neurotransmissores
peptidérgicos no controle do balango energético e ingestao alimentar, incluindo o a-
MSH, NPY e AgRP, hoje em dia se reconhece a importancia dos neurotransmissores
classicos na regulacao dessas funcdes metabdlicas. Nesse sentido, um estudo que
teve grande repercussao na area do controle central do metabolismo induziu
inativacao do receptor de leptina em neurénios GABAérgicos ou glutamatérgicos, a
fim de identificar quais dessas populacdes neuronais sdo importantes para os efeitos
da leptina (Vong et al.,, 2011). Os pesquisadores encontraram que o efeito
antiobesogénico da leptina é mediado predominantemente pelos neurdnios
GABAEérgicos e que 0s neuronios glutamatérgicos possuem papel pouco relevante
nesse processo. Enquanto que a falta do receptor de leptina nos neurdnios
GABAérgicos leva a obesidade morbida e hiperfagia, a delecdo do receptor de
leptina nos neurdnios glutamatérgicos teve poucos efeitos metabdlicos (Vong et al.,
2011).

Outro trabalho utilizou a estimulacdo aguda de neurénios AgRP por meio de
receptores artificiais ativados exclusivamente por drogas artificiais (DREADD) para
demonstrar que o0 neurotransmissor GABA é importante para induzir fome
agudamente (Krashes et al.,, 2013). A leptina age em conjunto com o0
neurotransmissor GABA modulando a fome. Ela atua no aumento da liberacdo de
GABA por neurdnios pré-sinapticos, inibindo neurénios AgRP e suprimindo a fome.
ApoGs delecao de receptores GABAa em neurbnios AgRP, foi constatado aumento
transitorio na ingestao alimentar e peso corporal de camundongos, mas apés 4
semanas esses sintomas desapareceram. Talvez aferéncias inibitorias e excitatorias
estejam trabalhando juntas para modular as atividades dos neurdnios AgRP
(Ghamari-Langroudi et al., 2018; Xu et al., 2018). A administragdo de agonista de
receptores GABAa no nucleo dorsal da Rafe (DR) gera maior consumo alimentar,
sugerindo que o aumento do tdonus GABAérgico no DR pode induzir fome (Nectow et

al., 2017).
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Estudos recentes tém mostrado o papel dos neurbnios glutamatérgicos na
modulacdo do consumo alimentar, sugerindo que eles atuam regulando mecanismos
qgque promovem a inibicdo do consumo alimentar. Parece que esses neurbnios
estimulam células anorexigenas do nucleo ARH e paraventricular (PVN). Também
estimulam a liberacdo de a-MSH por neurénios POMC do ARH além de aumentar a
liberacdo de a-MSH e promover sua acdo em receptores MC4R do PVN (Fenselau
et al., 2017; Van Den Pol et al., 2019).

1.2 Hormonio do Crescimento

O GH é produzido pela glandula hipéfise anterior e quando liberado na
circulacdo atua em seus tecidos alvos. A secrecdo do GH é regulada por dois
hormoénios hipotalamicos: o hormonio liberador de GH (GHRH) com acgéao
estimulatoria e a somatostatina (SST) com acao inibitéria na secrecao de GH pela
hipdfise. Outros fatores que podem influenciar a secrecdo de GH sao a grelina,
estresse, hipoglicemia e alta concentracdo de aminodcidos circulantes agindo na
estimulacdo e a glicose e acidos graxos livres na inibicdo de sua secre¢do (Hataya
et al., 2001).

O receptor de GH (GHR) é um receptor especifico e faz parte da familia dos
receptores de citocinas. A transmisséo do sinal do GHR ocorre mediante a ativagao
e fosforilacdo da enzima Janus kinase 2 (JAK2) e de residuos do dominio
intracelular do GHR, o que resulta engajamento de diversas proteinas de sinalizacéo
intracelular, incluindo os transdutores de sinal e ativadores de transcricdo - 5 (STAT-
5) (Herrington et al., 2000). A JAK2 fosforila o STAT-5 que se dimeriza e migra para
0 nudcleo, atuando como importante regulador da transcricdo de multiplos genes
influenciados pelo GH, incluindo a regulacéo da expressao de fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (IGF-1). O GH é o principal determinante no crescimento
pos-natal. No figado, o GH estimula a producéo do IGF-1, que medeia importantes
efeitos do GH em varios tecidos, inclusive sobre o crescimento (Darnell et al., 1994;
Liu et al., 1997; Aires, 2012). No entanto, também é responsavel pela mobilizagdo de
glicose e acidos graxos como fontes de energia em periodos de jejum. Essa
mobilizagdo protege o organismo contra o catabolismo proteico (aminoacidos que

serviriam de substrato na gliconeogénese para a producédo de glicose) e tambéem
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disponibiliza glicose para ser usada pelo cérebro. Por meio do aumento da lipolise
no jejum e da liberacdo de insulina e IGF-1 no periodo pés-prandial, o GH é capaz
de aumentar a massa muscular por disponibilizar aminoacidos para o musculo
(Mgller and Jgrgensen, 2009). O GH estimula a lipdlise através da ativacdo da
enzima lipase horménio sensivel, responsavel pela quebra de triacilglicerol em
glicerol e acidos graxos, que resulta no influxo de acidos graxos livres (AGL) para a
circulacdo. O aumento de AGL pode induzir resisténcia a insulina e aumentar o nivel
de glicose circulante p6r meio da oxidacao hepatica de &cidos graxos (Kim and Park,
2017).

1.3 Acéo do GH no sistema nervoso

Estudos anteriores ja vém estudando a potencial importancia do GH no
sistema nervoso central. Individuos com producdo prejudicada de GH apresentam
diversos sintomas neurol6gicos como depressao, problemas de percepc¢ao e alerta,
problemas de interacdo social, diminuicdo do bem-estar e perda de memobria e
capacidades cognitivas (Bengtsson et al., 1993; Nyberg, 2000; Sathiavageeswaran
et al., 2007; Van Nieuwpoort and Drent, 2008). Além disso, a reducdo de secrecao
de GH que ocorre com a idade parece ser um fator que contribui para o declinio das
fungdes cognitivas (Aberg et al., 2006; Ashpole et al., 2015). Estudos em humanos e
ratos mostraram presenca de GHR em areas especificas do encéfalo, representando
forte indicio da atuacdo desse horménio no SNC (Lai et al., 1991; Zhai et al., 1994;
Le Greves et al., 2006).

Apesar dos estudos anteriores, ainda pouco se sabe sobre a importancia da
sinalizacdo do GH sobre o sistema nervoso. Contudo, nosso grupo de pesquisa
recentemente publicou um trabalho descrevendo os nudcleos encefélicos que sao
responsivos ao GH (Furigo et al., 2017). Nesse trabalho, camundongos receberam
injecao sistémica de GH, via injecao intraperitoneal, e os animais foram perfundidos
90 minutos depois. Posteriormente o encéfalo foi processado para identificacdo dos
neurdnios que expressavam a proteina STATS fosforilada, um indicador da ativagéo
do GH. Assim, por meio da fosforilagdo do STATS5 (pSTATS) foi possivel identificar
quais regibes eram responsivas ao GH. Notavelmente, foi encontrado grande
namero de nucleos hipotalamicos envolvidos com a regulacdo do balango energético

que apresentavam células responsivas ao GH, incluindo o PVN (Figura 1A), o ARH
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(Figura 1D), o VMH (Figuras 1A, D) e a LHA (Figura 1D). Neurbnios que expressam
receptores de leptina (LepRb) atuam na regulacdo da homeostase glicémica e co-
expressam GHR nos nucleos ARH, DMH e LHA (Cady et al., 2017; Furigo et al.,
2017). A delecado do GHR nesses neurdnios prejudica a capacidade da insulina em
regular a producdo de glicose hepatica, suprimindo a producdo de glicose
independente da mudanca dos niveis de IGF-1 ou GH circulantes. Porém, esses
neurdnios nao interferem na regulacdo do consumo alimentar ou homeostase
energética tanto em condi¢cdes normais ou com administracdo de dieta hiperlipidica.
Pode ser que nessas areas o GH atua direta ou indiretamente facilitando a
sinalizacao da insulina (Cady et al., 2017). Recentemente foi descoberto uma nova
funcdo para o GH. Frente a uma situacdo de privacdo alimentar extrema, héa
aumento na concentracdo plasmatica de GH, que por sua vez, age no cérebro, via
neurénios AgRP, sinalizando a deficiéncia de energia, desencadeando respostas
adaptativas para conservar energia (Furigo, Teixeira, et al.,, 2019). Outro trabalho
sugere que o GH age em conjunto com "hormoénios gestacionais”, regulando a
homeostase energética e glicémica durante a gravidez, assim, preparando o
organismo materno para as demandas metabdlicas da prole (Teixeira et al., 2019). A
inativacdo de STAT5 em neurbnios AgRP levou ao aumento da adiposidade em
camundongos fémeas e parece ter papel parcial na regulacdo adaptativa do sistema
neuroendocrino frente a restricdo alimentar (Furigo et al., 2020). A expressao de
GHR em células que apresentam fator esteroidogénico 1 (SF1) é necessaria para a
regulacdo da resposta contra regulatéria a hipoglicemia, possivelmente por meio da
regulacdo do sistema parassimpatico (Furigo, Teixeira, et al., 2019). Ainda, existe
evidéncias de uma possivel acdo do GH regulando a atividade dos neurbnios do
nacleo pré-mamilar ventral (PMv) e dos neurbnios que expressam kisspeptina no
nacleo periventricular anteroventral (Silveira et al.,, 2019). O GH também age em
neurénios POMC para regular o metabolismo, em particular a hiperfagia causada em
situacoes de privacdo de glicose e também na regulacdo do nivel de glicose
sanguinea durante a restricdo alimentar prolongada (Quaresma et al., 2019). Em um
trabalho recente, foi observado que interneurdnios catecolaminérgicos séao
responsaveis por sentir mudancgas nos niveis de GH e regular o eixo somatotrofico
em camundongos. Esses neuronios sdo responsivos ao GH e expressam a enzima
tirosina hidroxilase (TH), mas ndo expressam transportador de dopamina (DAT) ou
dopamina beta-hidroxilase (DBH) (Wasinski et al., 2020).
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Porém, ndo se sabe se as células responsivas ao GH sao glutamatérgicas
(Figuras 1B, E) ou GABAérgicas (Figuras 1C, F). Nesse contexto, alguns dos
ndcleos que regulam o balanco energético e possuem células responsivas ao GH
apresentam expressao predominante de glutamato (PVH e VMH), GABA (ARH) ou
mista (LHA). Assim, o presente trabalho tem o objetivo de identificar quais neurdnios
responsivos ao GH séo glutamatérgicos ou GABAEérgicos e qual importancia de cada
uma dessas populacdes neurais para os efeitos centrais do GH sobre o controle do
balanco energético e homeostase glicémica.

pSTATS induzido pelo GH RNAm do VGAT

A

Figura 1. Areas hipotalamicas responsivas ao GH, que apresentam neurdnios GABAE&rgicos e
glutamatérgicos. Fotomicrografias que mostram os neurénios responsivos ao GH (painéis A e D), a
expressdo do RNAm do VGLUT2 que indicam os neurbnios glutamatérgicos (painéis B e E) e a
expressdo do RNAm do VGAT que indicam os neurbnios GABAérgicos (painéis C e F). As
fotomicrografias da distribuicdo dos neurdnios responsivos ao GH foram extraidas do manuscrito
Furigo et al. (2017), enquanto que as fotomicrografias que descrevem as &reas glutamatérgicas e
GABAérgicas foram obtidas pelo site do Allen Brain Atlas (http://www.brain-map.org/).
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2 OBJETIVOS

Identificar quais populacfes neurais responsivas ao GH sdo compostas por
células glutamatérgicas ou GABAérgicas e induzir inativacdo génica do GHR nesses
neurbnios para investigar a importancia dos neurbnios glutamatérgicos ou
GABAérgicos para os efeitos centrais do GH sobre o controle do crescimento

corporal, balango energético e homeostase glicémica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo
(protocolo n° 73/2017). Foi realizado o cruzamento de 4 diferentes linhagens de
camundongos geneticamente modificados, a fim de conduzir os experimentos de
interesse. Para estudar os neurénios que produzem o neurotransmissor GABA, foi
utilizado o camundongo que expressa a enzima Cre, condicionada a expressao da
vesicula singptica que transporta GABA (VGAT). Visto que a vesicula sindptica de
glutamato do tipo 2 (VGLUT2) tem sido utilizada como um marcador genético dos
neurénios glutamatérgicos no hipotdlamo (Vong et al., 2011), foi utlizado o
camundongo VGLUT2-Cre para estudar especificamente 0s neurdnios
glutamatérgicos. Ambos modelos foram cruzados com o camundongo conhecido
como GHR-flox, cujo gene do receptor do GH foi modificado e apresenta um par de
sitios LoxP flanqueando o exon 4. Assim, pudemos inativar o GHR, tanto em
neurdnios GABAérgicos (VGAT-Cre/GHR1ox) ‘como em neurdnios glutamatérgicos
(VGLUT2-Cre/GHR¥fox) Qs animais do grupo controle s&o os filhotes nascidos da
mesma ninhada, mas que nao apresentam expressdo da Cre e apresentam o
gendtipo GHR¥flox - Ainda, nos estudos histolégicos, os camundongos VGAT-Cre e
VGLUT2-Cre foram cruzados com o camundongo que expressa um bloqueador de
transcricdo que impede a expressao da proteina GFP, mas cujo bloqueador pode
ser removido a partir da atividade da enzima Cre recombinase. Assim, apenas 0s
neurdnios que expressam Cre irdo apresentar a expressao de florescéncia verde em
neurénios GABAérgicos ou glutamatérgicos, dependendo da linhagem utilizada. Os
animais foram mantidos no biotério em condi¢cdes ambientais padrdo, com ciclo
claro/escuro de 12h/12h, a temperatura de 21-23°C, com acesso ad libitum a agua e
racao de roedor padrao, exceto quando descrito.

3.2 Desmame e genotipagem

Os camundongos foram separados de suas progenitoras (desmamados) com

aproximadamente 28 dias de vida e nesse momento tiveram um pedaco da cauda
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coletado para analise genética, além de receberem uma marca na orelha para
identificacdo permanente. Desse material, foi extraido o DNA, com o qual foram
feitos ciclos de PCR utilizando-se primers especificos para a identificagdo das
mutacdes GHR-flox, VGAT-Cre, VGLUT2-Cre ou GFP. Os produtos do PCR
passaram por eletroforese em gel de agarose e o peso molecular das bandas de

DNA geradas foi utilizado para determinar se o animal apresenta ou ndo a mutacao.

3.3 ldentificacdo dos neurdnios GABAEérgicos e glutamatérgicos que sdo responsivos
ao GH

Nesse experimento, adotamos uma estratégia j& bem estabelecida em nosso
laboratério (Furigo et al., 2017), na qual injetamos por via intraperitoneal, GH
extraido da hipdfise de porcos (20 pg/g peso corporal), que é um agonista seletivo
do GHR. Apds 90 minutos, os animais foram perfundidos para andlise histologica do
encéfalo (n = 3-4 para cada linhagem). Avaliamos a capacidade da inje¢cdo com pGH
de induzir fosforilacdo do STAT5 (pSTAT5) no encéfalo. Com o uso do camundongo
repérter GFP, co-localizamos o pSTAT5 com GFP e assim determinamos quais
neurénios responsivos ao GH sdo glutamatérgicos ou GABAérgicos. Para a

realizacdo deste experimento, utilizamos animais machos.

3.3.1 Perfusao, microtomia e armazenamento

Apos a injecdo de pGH, o camundongo foi anestesiado com isoflurano e
perfundido transcardialmente com salina seguido por solucdo de formaldeido a 10%
(150 a 200mL por camundongo). O encéfalo foi coletado e mantido no mesmo
fixador por 45 minutos e depois colocado em solugdo de PBS contendo 20% de
sacarose em pH 7,4 durante toda noite. Os encéfalos foram cortados (sec¢des de 30
pum de espessura) em plano frontal usando micrétomo de congelamento. Foram

coletadas 4 séries de tecido e armazenadas em solucéo anti-congelante a -20 °C.
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3.3.2 Imunofluorescéncia

Os cortes encefalicos foram lavados em PBS de potassio a 0,02 M, pH 7,4
(KPBS), seguido de pré-tratamento em uma solucéo alcalina (pH> 13) contendo 1%
de peroxido de hidrogénio e 1% de hidréxido de sédio durante 20 minutos. Apos as
lavagens em KPBS, os cortes foram incubados em solugdo a 0,3% de glicina e
0,03% de laurel sulfato durante 10 minutos. Em seguida, os cortes foram bloqueados
em soro normal de burro a 3% durante 1 hora, seguido de incubacédo em anticorpos
primarios anti-pSTAT5Y®% feito em coelho (1:1000; Cell Signaling; #9351) e anti-
GFP feito em galinha (1:5000; Aves Laboratories) por 48 horas. Posteriormente, 0s
cortes foram incubados em KPBS-T com 0s anticorpos secundarios conjugados com
AlexaFluor®®* anti-IgG de coelho e AlexaFluor*®® anti-IgG de galinha (1:500; Jackson
Immunoresearch) por 90 minutos, seguido de lavagens em KPBS. Os cortes foram
montados em laminas revestidas com gelatina e cobertas com meio de montagem
para fluorescencia (Fluoromount G). As fotomicrografias foram tiradas com uma
camera Zeiss Axiocam HRc acoplada a um microscopio Zeiss Axioimager Al (Zeiss,

Munique, Alemanha).

3.3.3 Andlise das co-localiza¢cdes

Os nucleos foram analisados seguindo um critério qualitativo, conforme
descrito em publicagdes de nosso grupo (Furigo et al.,, 2014; Furigo et al., 2017).
Foram avaliados os nucleos que apresentaram co-localizacdo de GFP e pSTAT5, ou
seja, que possuiam células GABAérgicas ou glutamatérgicas e os que tinham
neurdbnios responsivos ao GH. Essa classificagcdo foi realizada por meio dos
simbolos, onde ++++ significa muito alta densidade de células cobrindo toda a
extensdo do nucleo; +++ alta densidade de células cobrindo a maior parte do nucleo;
++ densidade moderada de células cobrindo apenas partes do nucleo; + baixa
densidade de células cobrindo apenas partes do nucleo; - expressao muito baixa ou

praticamente ausente.
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3.4 Experimentos para elucidar a importancia fisiolégica da sinalizacdo do GH em

neurénios GABAErgicos e glutamatérgicos.

3.4.1 Balanco energético e composi¢ao corporal

Tanto camundongos machos como fémeas foram pesados uma vez por
semana durante 20 semanas, para que definissemos qual é a curva de crescimento
desses animais. Também foi realizada a andlise da composicdo corporal (massa
magra e massa de gordura) nas semanas 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 de vida por
meio de ressonancia magneética, através da utilizagdo do aparelho Minispec (Bruker).
Ao completarem 20 semanas de vida, os animais foram individualizados e o

consumo alimentar foi acompanhado diariamente durante 5 dias.

Calorimetria indireta

Utilizamos o aparelho de calorimetria indireta OXYMAX/CLAMS (Columbus
Instruments) para avaliar o gasto energético dos animais. Esse é um aparelho que
consiste em 8 caixas individuais de acrilico. Através de um sistema de sensores de
gases, esse aparelho é capaz de medir o consumo de oxigénio (VO32), producéo de
dioxido de carbdno (VCOz2), e o coeficiente respiratorio (RER; VCO2/VO2) de cada
caixa do aparelho, em intervalos de 120 segundos de uma caixa para a outra, o0 que
possibilita mensurar o gasto energético dos animais. Também, as caixas
apresentam sensores que detectam o movimento dos animais por infravermelho,
possibilitando assim a mensuracédo da atividade locomotora voluntaria no periodo da
experimentacdo. O Software de Coleta de Dados, controla todos os subsistemas e
integra os dados em formato CSV para facil avaliacdo e apresentacdo em tempo
real. O arquivo de dados primario separa cada medida em tempo de resposta de

leituras calorimétricas.

3.4.2 Homeostase glicémica
Teste de tolerancia a glicose (GTT)

ApoOs jejum prévio de 4h, os animais sofreram uma incisdo na cauda, onde a
mesma foi pressionada até a saida de uma gota de sangue. Utilizando um

glicosimetro, foi coletada a gota de sangue afim de avaliar a concentracao de glicose
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sanguinea (mg/dL) no ponto O (antes de comecar o experimento). Logo apds, 0s
animais receberam injecao intraperitoneal de glicose (2g de glicose/kg de peso) e a
glicemia dos animais foi aferida nos seguintes pontos: 20, 40, 60, 120 minutos,

utilizando-se o glicosimetro.

Teste de tolerancia a insulina (ITT)

O teste foi realizado da mesma maneira que o GTT, exceto que 0s animais

receberam injecédo intraperitoneal de insulina (LUl de insulina/kg de peso).

Teste de resposta contra regulatdria apos injecao de 2-deoxi-D-glicose

A resposta contra regulatoria induzida por glicopenia foi determinada em
animais que receberam injecdo da droga 2-deoxi D-glicose (2DG). Esse teste
consiste na injecao intraperitoneal (i.p.) de 2DG, na dose de 500 mg por quilo do
animal. Os animais estavam de jejum prévio de 4 horas. A 2DG é um analogo da
glicose e inibe competitivamente sua utilizacdo pela célula. Dessa forma, como a
sinalizacao da glicose fica prejudicada, o SNC reage como se 0 animal estivesse
hipoglicémico, produzindo uma resposta contra regulatoéria, a qual pode ser
mensurada pelo aumento da glicemia do animal. Para tanto, foram feitas medicdes
da glicemia utilizando um glicosimetro, ao qual foi fornecido uma gota de sangue da
porcao da cauda do animal nos tempos 0 (anterior a injecao de 2DG), 20, 40, 60, 90,

120 e 180 minutos apods a injecao.

Teste do consumo alimentar induzido por 2-deoxi-D-glicose

Para avaliar se a administracédo de 2DG altera o comportamento alimentar, os
camundongos receberam uma injecdo intraperitoneal de 2DG ou PBS (salina
tamponada com sddio). Entdo oferecemos um pellet de racéo previamente pesado.
A seguir, esse mesmo pellet foi pesado apos 4 horas, afim de identificar quanta

racao os animais ingeriram no decorrer do experimento.
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Restricao e realimentacao

Camundongos, tanto nocautes quanto controles, foram desafiados a testes de
restricdo alimentar, onde foi fornecida durante 5 dias quantidade de racao
equivalente a 40% do consumo alimentar normal dos animais, conforme protocolo
presente na literatura (Zhao et al., 2010; Furigo, Teixeira, et al., 2019; Furigo et al.,
2020). A cada dia de experimento foi avaliado a composi¢ao corporal (massa gorda
e massa magra), glicemia (com um glicosimetro) e o peso dos animais. Ao final do
quinto dia de restricdo, os animais receberam racao ad libitum previamente pesada e
apos 3 dias foram avaliados o0s seguintes parametros: consumo alimentar,
composigao corporal, peso e glicemia. Para o célculo do consumo alimentar, foi feito
a média dos 3 dias e normalizado pelo peso do animal.

Eutanéasia dos animais

Os animais foram anestesiados com isoflurano e foi medido o comprimento
naso-anal. Os animais foram entdo eutanasiados por decaptacdo. Foi coletado o
sangue para obtencdo do soro, afim de determinar a concentracdo sérica de GH,
IGF-1, leptina e insulina (experimentos que serdo realizados posteriormente para
publicacdo dos resultados). Houve coleta de alguns O6rgados (tecido adiposo
perigonadal, figado, musculo gastrocnémio e hipotalamo). O figado, rim e coracédo
foram pesados com o suporte de uma balanca de precisdo (Dender instrument —

APX 200) e os demais 6rgdos armazenados para posterior analises.

3.4.3 Forma de andalise dos resultados

Para a analise estatistica dos dados e preparacdo das figuras, utilizamos o
programa GraphPad Prism. Os dados foram inicialmente avaliados conforme sua
homogeneidade e distribuicdo normal, a partir dos testes de Bartlett e Brown-
Forsythe. Nos casos onde os dados ndo apresentavam distribuicdo normal, foi
utilizado os testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e Dunn. Para os dados
paramétricos foi utilizado o teste de analise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguido do poés-hoc teste de Tukey ou do teste de ANOVA de duas vias, seguido do

pos-hoc teste Newman-Keuls (ex: peso corporal, GTT e ITT) ou Bonferroni (ingestao
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alimentar apos injecdo de 2DG) para comparacdo entre os dados dos animais
deficientes do GHR em neurdnios VGAT e VGLUT2 e o grupo controle. Os dados

serdo apresentados como média * erro padrdo médio.

4 RESULTADOS

4.1 Distribuicdo dos neurdnios GABAérgicos e glutamatérgicos responsivos ao GH

A fim de identificarmos se os neurénios GABAérgicos sdo responsivos ao GH
e quais areas esses neurdnios estdo localizados, submetemos camundongos
VGAT/GFP a injecdo de GH, para induzir a via de sinalizacdo do STAT5. Os
neurénios marcados em verde sdo GABAérgicos, enquanto que a marcacdo em
magenta indica a imunoreatividade ao STATS fosforilado (pSTAT5), um marcador
que tem isso utilizado para detectar células responsivas ao GH, apos injecdo aguda
desse horménio (Furigo, Teixeira, et al., 2019). Possiveis sobreposicfes podem ser
vistas em branco, muito embora a expressdo de GFP se concentre no citoplasma,
enquanto que a marcagcdo do pSTAT5 é nuclear (Figuras 2-4). Conforme resumido
na Tabela 1, na regido septal e na amigdala a maioria dos neurénios GABAérgicos
sdo responsivos ao GH, incluindo os nucleos do septo lateral (LS), o nudcleo
intersticial da estria terminal, divisdo medial anterior (BSTam) e o nucleo central da
amigdala (CEA) (Figura 2A, C e F). J4 no nucleo da banda diagonal (NDB) e no
nacleo intersticial da estria terminal, divisdo medial ventral (BSTav), 0s neurdnios
GABAérgicos responsivos ao GH estdo em menor quantidade (Figura 2B). O nucleo
intersticial da estria terminal, parte principal (BSTpr) apresenta grande quantidade de
neurdnios responsivos ao GH, mas nem todas as células sdo GABAérgicas (Figura
2E). Tanto a parte poéstero-dorsal (MEApd) quanto a parte anterior (MEAav) do
ndcleo medial da amigdala apresentam muitas células GABAérgicas, mas poucas

células séo responsivas ao horménio GH (Figura 2G-H).
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Tabela 1. Distribuicdo dos neurdnios GABAérgicos ou glutamatérgicos que séo responsivos ao GH.

Neurén'ios Neurénios Co-localizagcao Neurénios Co-localizagcédo
Estrutura cerebral responsivos GABAErgicos de pSTATS5 e Glutamatérgicos de pSTAT5 e

ao GH GFP GFP
Septo e amigdala
Septo lateral (LS) i+ it e+t - -
Ndcleo da banda diagonal (NDB) et +++ ++ + -
Ndcleo intersticial da estria terminal, divisdo —— T I ) -
medial anterior (BSTam)
Ndcleo intersticial da estria terminal, diviséo . .t i
medial ventral (BSTav)
Ndcleo intersticial da estria terminal, parte . .t .t ) -
principal (BSTpr)
Nucleo Central da Amigdala (CEA) e+ +H+t +H+t - -
Ncleo medial da amigdala, parte anterior ot .t . - -
(MEAav)
Nucleo medial da amigdala, parte et . ; ++ ++
posterodorsal (MEApd)
Hipotalamo
Area pré-6ptica medial (MPA) +++ +++ ++ ++ -
Nucleo pré-éptico mediano (MEPO) +++ + +
Nucleo pré-6ptico medial (MPN) e+ ++ + t+t t+t
Ndcleo periventricular (PV) Tt + - i+t i+t
Nucleo paraventricular do hipotalamo (PVH) Tt - - Tt Tt
Area hipotalamica lateral (LHA) Tt ot - i+t i+t
Nucleo arqueado do hipotalamo, tuberal — . bt + -
(ARH)
Nucleo arqueado do hipotalamo, caudal i . —
(ARC)
Ndcleo ventromedial do hipotalamo (VMH) e+t - - T+t et
Nucleo dorsomedial do hipotalamo (DMH) e+ ++ ++ +++ +
Area hipotalamica dorsal (DA) +++ ++ +
Ndcleo tuberal (TU) e+ ++ +
Ndcleo pré-mamilar ventral (PMV) e+t - - T+t et
Mesencéfalo, ponte e bulbo
Area tegmental ventral (VTA) e+t - - T+ T+
Nucleo dorsal da rafe (DR) +++ ++ + ++ +
Locus coeruleus (LC) e+t - - - -
Nucleo do trato solitario (NTS) +H+ + - ++ ++

+++ - - - -

Nucleo motor dorsal do vago (DMX)

++++, alta densidade de células cobrindo toda a extenséo do nlcleo; +++,

alta densidade de células cobrindo a maior

parte do nucleo; ++, densidade moderada de células cobrindo apenas partes do nucleo; +, baixa densidade de
células cobrindo apenas partes do ndcleo; -, expressao muito baixa ou praticamente ausente.
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Figura 2. Distribuicdo dos neurdnios responsivos ao GH que sdo GABAérgicos (VGAT) na regido
septal e amigdala. Distribuicdo dos neurdnios responsivos ao GH que sdo GABAérgicos (VGAT) na
regido septal e amigdala. A-H Fotomicrografias de fluorescéncia ilustrando a co-expressdo de
pPSTATS induzido por injecdo de GH (marcacao em magenta) em neurdnios GABAérgicos (marcacgao
em verde). Possiveis co-localizagBes podem ser visualizadas em branco, embora as marcacdes
concentram-se em compartimentos celulares distintos.

Abrev.: ac comissura anterior, BSTam nucleo intersticial da estria terminal divisdo medial anterior, BSTav nlcleo
intersticial da estria terminal divisdo medial ventral, BSTpr nucleo intersticial da estria terminal, parte principal,
CEA nucleo central da amigdala, ic coliculo inferior, LS septo lateral parte ventral, LV ventriculo lateral, MEAav
ndcleo medial da amigdala parte anterior, MEApd nucleo medial da amigdala parte posterodorsal, NDB nucleo
da banda diagonal, och quiasma 6ptico, opt trato optico.

Em relacdo ao hipotalamo, onde concentra-se a maior parte das células
responsivas ao GH no sistema nervoso, na area pré-optica medial (MPA) boa parte
dos neurbnios sdo GABAérgicos, mas poucos responsivos ao GH, muito embora
existam muitas células responsivas ao GH que ndo sdo GABAérgicas (Figura 3A).
Grande parte dos neurdnios do nucleo pré-6ptico mediano (MEPO) e do nucleo pré-
optico medial (MPN) sdo responsivos ao GH, porém poucos sdo GABAérgicos
(Figura 3B-C). Os nucleos paraventricular do hipotdlamo (PVH), ventromedial (VMH)
e pré-mamilar ventral (PMV) apresentam muitos neurdnios responsivos ao GH, mas
seus neurdnios ndo sdo GABAérgicos (Figura 3E, G-1). O nudcleo periventricular (PV)

apresentou poucos neurénios GABAérgicos e muitas células responsivas ao GH
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(Figura 3D). Os nudcleos arqueado (ARH) e dorsomedial do hipotalamo (DMH)
apresentam grande quantidade de neurbnios GABAEérgicos, dentre eles varios sao
responsivos ao GH, mas também apresentam neurdnios responsivos ao GH que nédo
GABAérgicos (Figura 3G-H). A area hipotalamica lateral (LHA) apresenta muitos

neurdnios responsivos ao GH e muitos neurénios GABAérgicos, mas nenhum deles

se co-localizam (Figura 3F).

Figura 3. Distribuicdo dos neurdnios responsivos ao GH que sdo GABAérgicos (VGAT) na regido do
hipotalamo. A-I Fotomicrografias de fluorescéncia ilustrando a co-expressdo de pSTATS induzido por
injecdo de GH (marcacdo em magenta) em neurdnios GABAérgicos (marcacdo em verde). Possiveis
co-localizagdes podem ser visualizadas em branco, embora as marcagcfes concentram-se em
compartimentos celulares distintos.

Abrev.: 3V terceiro ventriculo, ARH nucleo arqueado do hipotdlamo tuberal, DMH nucleo dorsomedial do
hipotalamo, LHA area hipotalamica lateral, MEPO nucleo pré-6ptico mediano, MPA éarea pré-éptica medial, ovlt
o6rgdo vascular da lamina terminal, PMv nuacleo pré-mamilar ventral, PV nucleo periventricular, PVH nucleo
paraventricular do hipotalamo, VMH nucleo ventromedial do hipotalamo.

Em relacdo ao tronco encefélico, a area tegmental ventral (VTA) e o locus
coeruleus (LC) apresentam grande quantidade de células expressando o pSTATS5,
mas nenhuma delas € GABAérgica (Figuras 4A e C). Ja o nucleo dorsal da rafe (DR)
apresenta células GABAEérgicas, sendo poucas delas responsivas ao horménio GH
(Figura 4B). O nucleo do trato solitario (NTS) apresenta poucas células GABAérgicas
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e nenhuma coexpressando pSTAT5, mas muitos neurdnios ndo GABAérgicos
responsivos ao GH (Figura 4D). Nao ha células GABAérgicas no nucleo motor dorsal

do vago (DMX), mas muitas células nesse nucleo séo responsivas ao GH (Figura 4).

Figura 4. Distribuicdo dos neurdnios responsivos ao GH que sdo GABAérgicos (VGAT) na regido do
tronco encefalico. A-D Fotomicrografias de fluorescéncia ilustrando a co-expressdo de pSTATS
induzido por inje¢cdo de GH (marcacdo em magenta) em neurdnios GABAérgicos (marcacdo em
verde). Possiveis co-localizacdes podem ser visualizadas em branco, embora as marcacdes
concentram-se em compartimentos celulares distintos.

Abrev.: AQ aqueduto cerebral, AP area postrema, cc canal central, DMX nicleo motor dorsal do vago, DR
nucleo dorsal da rafe, IPN nulcleo interpeduncular, LC locus coeruleus, NTS nucleo do trato solitario, VTA éarea
tegmental ventral.

Para identificarmos se os neurbnios glutamatérgicos sédo responsivos ao GH e
quais areas esses neurdnios estéo localizados, também submetemos camundongos
VGLUT2/GFP a injecdo de GH para induzir a via de sinalizacdo do STAT5. Os
neurénios marcados em verde sao glutamatérgicos, enquanto que a marcacdo em
magenta indica a imunorreatividade ao pSTAT5. Possiveis sobreposi¢cdes podem ser
vistas em branco (Figuras 5-7). Conforme sumarizado na Tabela 1, na regidao septal
e amigdala, o LS, BSTam, BSTpr e o CEA possuem células fortemente responsivas
ao GH mas apresentam expressdo muito baixa ou praticamente ausente de
neurbnios glutamatérgicos (Figura 5A, C-E). Os nucleos NDB e MEAav também

apresentam grande responsividade ao GH e apresentam densidade moderada de
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células glutamatérgicas, mas elas néo se co-localizam (Figura 5B e F). J& 0 nucleo
MEApd apresenta moderada co-localizacdo de células glutamatérgicas responsivas
ao GH (Figura 5G).

100 um
—

Figura 5. Distribuicdo dos neurdnios responsivos ao GH que sdo glutamatérgicos (VGLUT2) na
regido septal e amigdala. A-G Fotomicrografias de fluorescéncia ilustrando a co-expressdo de
pPSTATS induzido por injecdo de GH (marcacdo em magenta) em neurdnios glutamatérgicos
(marcacdo em verde). Possiveis co-localizagbes podem ser visualizadas em branco, embora as
marcacdes concentram-se em compartimentos celulares distintos.

Abrev.: ac comissura anterior, BSTam nucleo intersticial da estria terminal divisdo medial anterior, BSTpr nucleo
intersticial da estria terminal, parte principal, CEA nucleo central da amigdala, LS septo lateral parte ventral, LV
ventriculo lateral, MEAav nucleo medial da amigdala parte anterior, MEApd nucleo medial da amigdala parte
posterodorsal, och quiasma Optico, opt trato optico.

Na regido do hipotalamo, a MPA e 0 ARH s&o areas com muita expressao
de pSTATS5 mas apresentam moderada quantidade de células glutamatérgicas e
pouca ou nenhuma co-localizacdo com neurdnios responsivos ao GH (Figura 6A e
F). JA os nucleos MPN, PV, PVH, LHA, VMH, DMH e PMv apresentam grande
guantidade de células glutamatérgicas, onde grande quantidade colocalizou com o
pSTATS. Apenas o DMH apresentou uma quantidade menor de co-localizagao entre
neurénios glutamatérgicos e a expressao de pSTATS (Figura 6B-H).
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Figura 6. Distribuicdo dos neurdnios responsivos ao GH que sdo glutamatérgicos (VGLUT2) na
regido do hipotalamo. A-H Fotomicrografias de fluorescéncia ilustrando a co-expressdo de pSTATS
induzido por injecdo de GH (marca¢cdo em magenta) em neurdnios glutamatérgicos (marcagcao em
verde). Possiveis co-localizacdes podem ser visualizadas em branco, embora as marcagdes

concentram-se em compartimentos celulares distintos.

Abrev.: 3V terceiro ventriculo, ARH nucleo arqueado do hipotdlamo tuberal, DMH nucleo dorsomedial do
hipotalamo, LHA area hipotalamica lateral, MPA &rea pré-Optica medial, ovlt 6rgédo vascular da lamina terminal,
PMv nucleo pré-mamilar ventral, PV nicleo periventricular, PVH nicleo paraventricular do hipotdlamo, VMH
nudcleo ventromedial do hipotalamo.

Na VTA, existem varias células glutamatérgicas que sao responsivas ao
GH, muito embora existam muitas células responsivas ao GH que nao
glutamatérgicas (Figura 7A). O nucleo DR apresenta grande densidade de células
responsivas ao GH, sendo algumas glutamatérgicas (Figura 7B). J4 o LC e o DMX
apresentam diversas células que expressam pPSTAT5 mas nenhuma delas
glutamatérgicas (Figura 7C-D). O NTS apresenta muitos neurdnios glutamatérgicos
sendo muito deles responsivos ao GH e outras células responsivas ao GH que néo
glutamatérgicas (Figura 7D).
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Figura 7. Distribuicdo dos neurdnios responsivos ao GH que sdo glutamatérgicos (VGLUT2) na
regido do tronco encefalico. A-D Fotomicrografias de fluorescéncia ilustrando a co-expressédo de
pPSTAT5 induzido por inje¢cdo de GH (marcacdo em magenta) em neurdnios glutamatérgicos
(marcacdo em verde). Possiveis co-localiza¢cdes podem ser visualizadas em branco, embora as
marcacdes concentram-se em compartimentos celulares distintos.

Abrev.: AQ aqueduto cerebral, AP area postrema, cc canal central, DMX nucleo motor dorsal do vago, DR
nucleo dorsal da rafe, IPN nulcleo interpeduncular, LC locus coeruleus, NTS nucleo do trato solitario, VTA éarea
tegmental ventral.



42

4.2 Avaliacao das consequéncias da delecdo do GHR em neurdnios GABAérgicos

ou glutamatérgicos

4.2.1 Avaliagdo do crescimento somatico e homeostase energética

Para determinar o ganho de peso corporal de camundongos que carregam
ablacdo do GHR especificamente em neurénios GABAérgicos (VGAT GHR KO) ou
glutamatérgicos (VGLUT2 GHR KO), avaliamos, semanalmente, 0 peso corporal a
partir da quarta semana até a vigésima semana de vida. O peso das fémeas VGAT
GHR KO foi maior em comparagdo aos animais VGLUT2 GHR KO da quarta a
vigésima semana de vida. J4 em relacdo ao grupo controle, as fémeas VGAT GHR
KO apresentaram peso maior da quinta a vigésima semana, enquanto que as
fémeas VGLUT2 GHR KO apresentaram peso menor que o0 grupo controle na quarta

semana e da décima segunda a Ultima semana de vida (Figura 8A).

A composicado corporal também foi analisada da quarta até a vigésima
semana de vida. Observamos que as fémeas VGAT GHR KO, VGLUT2 GHR KO e
as controle apresentaram quantidade de massa adiposa semelhante (Figura 8B). J&
em relacdo a quantidade de massa magra, houve maior ganho de massa magra nas
fémeas VGAT GHR KO em relacdo os animais VGLUT2 GHR KO e controle da
sexta até a vigésima semana analisada. O grupo VGLUT2 GHR KO apresentou
ganho de massa magra menor em relacdo ao grupo controle da décima até a

vigésima semana (Figura 8C).
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Figura 8. Avaliacdo do crescimento somatico de fémeas. Acompanhamento de peso corporal (A),
massa gorda (B) e massa magra (C) de animais controle (n=43), VGAT GHR KO (n=16) e VGLUT2
GHR KO (n=15). * animais VGAT GHR KO diferentes dos animais controle (p < 0,05); # animais
VGAT GHR KO em comparagédo aos animais VGLUT2 GHR KO; t animais VGLUT2 GHR KO em
comparacao ao grupo controle.

Afim de analisar a diferenca de crescimento entre 0s grupos, pesamos alguns
orgaos no dia da eutanasia (31 semanas de vida aproximadamente). O peso dos
orgaos dos animais VGAT GHR KO foram maiores que os do grupo VGLUT2 GHR
KO e controle, incluindo o coracéo, figado e rim. J& o peso dos 6rgédos dos grupos
VGLUT2 GHR KO e controle foram semelhantes entre si (Figura 9A-C).



44

+ Controle
« VGAT GHR KO
A . VGLUT2 GHR KO B C
0.3 1.6 % 0.20-
= * # _# .
2 9 1.4 ) _. 0187 _ #
xg 0.2 - o e E
& L = 3 £ 0.16 .
= D 1.2 g o
o : . + = ]
2014 |’ : 2 8014 .| .
) a 1.0 .
m ﬁ 0.12- ﬁ ﬁ
0.0 0.8 0.10 -

Figura 9. Avaliacdo do peso dos 6rgédos de fémeas. Peso do coracéo (A), peso do figado (B), peso
do rim (C) de animais controle (n=8), VGAT GHR KO (n=7) e VGLUT2 GHR KO (n=5). * animais
VGAT GHR KO diferentes dos animais controle (p < 0,05); # animais VGAT GHR KO em comparacao
aos animais VGLUT2 GHR KO.

As fémeas apresentaram consumo alimentar semelhante entre os grupos
experimentais (Figura 10A). Para determinar o gasto energético e o substrato
preferencialmente utilizado para oxidacdo, as fémeas foram avaliadas em um
equipamento de calorimetria indireta. Foi observado que o consumo de oxigénio
(VO2), o coeficiente respiratorio e a atividade locomotora foram semelhantes entre os

grupos experimentais, tanto na fase escura, na fase clara e no periodo de 24 horas
(Figura 10B-D).
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Figura 10. Avaliagdo da homeostase energética em fémeas. A. Consumo alimentar em animais
controle (n=16), VGAT GHR KO (n=12), VGLUT2 GHR KO (n=11). B-D. Consumo de oxigénio (B),
coeficiente respiratorio (C) e atividade ambulatéria (D) em animais controle (n=8), VGAT GHR KO
(n=6) e VGLUT2 GHR KO (n=6).

Em relacdo aos machos, os animais VGAT GHR KO apresentaram ganho de
peso corporal maior que os animais VGLUT2 GHR KO e controle em todas as
semanas analisadas. Similarmente ao observado nas fémeas, os machos VGLUT2

GHR KO apresentaram peso menor que 0os animais do grupo controle (Figura 11A).

Os machos VGLUT2 GHR KO apresentaram maior massa gorda em
comparacdo aos animais VGAT GHR KO da décima segunda a décima sexta

semana e em comparacdo aos controles na décima segunda e décima sexta
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semana de vida (Figura 11B). A massa magra dos animais VGAT GHR KO foi maior
que os do grupo controle em todas as semanas analisadas. JA& em relacdo aos
animais VGLUT2 GHR KO, a massa magra dos animais VGAT GHR KO foi maior da
sexta semana em diante. Os machos VGLUT2 GHR KO apresentaram massa magra

menor que os controle da oitava a vigésima semana de vida em diante (Figura 11C).
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Figura 11. Avaliagdo do crescimento somético de machos. Acompanhamento de peso corporal (A),
massa gorda (B) e massa magra (C) de animais controle (n=41), VGAT GHR KO (n=42) e VGLUT2
GHR KO (n=15). * animais VGAT GHR KO diferentes dos animais controle (p < 0,05); # animais
VGAT GHR KO em comparagéo aos animais VGLUT2 GHR KO; 1 animais VGLUT2 GHR KO em
comparagao ao grupo controle.

O peso dos 6rgaos dos machos VGLUT2 GHR KO foi menor que 0s pesos
observados nos grupos controle e VGAT GHR KO (Figura 12A-C).
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Figura 12. Avaliacdo do peso de 6rgaos de machos. Peso do coracéo (A), peso do figado (B), peso
do rim (C) de animais controle (n=10), VGAT GHR KO (n=7) e VGLUT2 GHR KO (n=6). # animais
VGAT GHR KO em comparacao aos animais VGLUT2 GHR KO (p < 0,05); 1 animais VGLUT2 GHR
KO em comparagé&o ao grupo controle.

Em relagdo aos machos, o consumo alimentar dos animais VGLUT2 GHR KO
foi maior que a dos animais VGAT GHR KO e controle (Figura 13A). Diferentemente
das fémeas, os machos VGLUT2 GHR KO apresentaram VO2 maior que 0s animais
VGAT GHR KO no periodo escuro e 24h. Todavia, o coeficiente respiratério e a
atividade locomotora foram semelhantes entre 0os grupos tanto nos periodos claro e
escuro, como em 24h (Figura 13B-D).
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Figura 13. Avaliacdo da homeostase energética em machos. A. Consumo alimentar em animais
controle (n=16), VGAT GHR KO (n=13) e VGLUT2 GHR KO (n=11). B-D. Consumo de oxigénio (B),
coeficiente respiratério (C) e atividade ambulatéria (D) em animais controle (n=7), VGAT GHR KO
(n=6) e VGLUT2 GHR KO (n=3). # animais VGAT GHR KO em comparac¢do aos animais VGLUT2
GHR KO (p < 0,05); 1 animais VGLUT2 GHR KO em comparagéo ao grupo controle.

4.2.2 Avaliagdo da homeostase glicémica

Inicialmente serdo apresentados os dados de homeostase glicémica das
fémeas. No GTT, foi observado que os animais VGLUT2 GHR KO apresentaram
aumento da tolerancia a glicose em comparacdo com 0s animais controle e o grupo
VGAT GHR KO (Figura 14A-B). Similarmente ao observado no GTT, as fémeas
VGLUT2 GHR KO apresentaram maior sensibilidade a insulina, observada no ITT
(Figura 14C-D).
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Figura 14. Avaliacdo da homeostase glicémica em fémeas. Teste de tolerancia a glicose (GTT) (A),
area sob a curva (GTT) (B), teste de tolerancia a insulina (ITT) (C), area sob a curva (ITT) (D), de
animais controle (n=16), VGAT GHR KO (n=13) e VGLUT2 GHR KO (n=11). # animais VGAT GHR
KO em comparacgdo aos animais VGLUT2 GHR KO (p < 0,05); T animais VGLUT2 GHR KO em
comparacao ao grupo controle;

Resultados similares aos das fémeas foram observados nos testes que
avaliaram a homeostase glicémica dos machos. Nesse sentido, 0s machos VGLUT?2
GHR KO apresentaram aumento da tolerancia a glicose e maior sensibilidade a
insulina no GTT e ITT, respectivamente, comparados aos grupos controle e VGAT
GHR KO (Figura 15A-D).
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Figura 15. Avaliacdo da homeostase glicémica em machos. Teste de tolerancia a glicose (GTT) (A),
area sob a curva (GTT) (B), teste de tolerancia a insulina (ITT) (C), area sob a curva (ITT) (D), de
machos controle (n=14), VGAT GHR KO (n=12) e VGLUT2 GHR KO (n=10). # animais VGAT GHR
KO em comparacgdo aos animais VGLUT2 GHR KO (p < 0,05); ¥ animais VGLUT2 GHR KO em
comparacao ao grupo controle.

4.2.3 Avaliacéo da resposta contra regulatéria frente ao desafio de 2DG

Para avaliar a resposta dos animais a condigdes de glicopenia (que simulam
hipoglicemia), os animais receberam inje¢cdo de 2DG e foi analisado a resposta na
glicemia e na hiperfagia induzida pela glicoprivacdo (Quaresma et al., 2019). Como
observado nos testes de GTT e ITT, as fémeas VGLUT2 GHR KO apresentaram
glicemia reduzida no ponto basal. Contudo, a resposta contra regulatéria induzida
pela administracdo de 2DG foi similar entre os grupos experimentais (Figura 16A-B).
Ao medir o consumo alimentar dos grupos apos 4h da injecdo de 2DG ou PBS,
verificamos que os grupos VGAT GHR KO e controle tiveram um consumo alimentar

maior apoés injecdo de 2DG em comparacao a injecdo de PBS, o que esta de acordo
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com os dados na literatura (Furigo, Teixeira, et al., 2019). Contudo, as fémeas
VGLUT2 GHR KO néo apresentaram aumento do consumo alimentar apés injecao
de 2DG (Figura 16C).
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Figura 16. Avaliacdo da homeostase glicémica e consumo alimentar, frente ao teste de 2-deoxi-D-
glicose em fémeas. Resposta contra regulatéria a hipoglicemia evocada pela infusdo de 2DG (A),
area sob a curva (2DG) (B), consumo alimentar apés 4h da injecao de 2DG ou PBS (C) em animais
controle (n=16), VGAT GHR KO (n=13) e VGLUT2 GHR KO (n=11). * diferente do PBS; # animais
VGAT GHR KO em comparagéo aos animais VGLUT2 GHR KO (p < 0,05).

Os machos VGAT GHR KO e VGLUT2 GHR KO apresentaram menor
glicemia em relacdo ao grupo controle apds injecdo de 2DG (Figura 17A-B). Ao
medir o consumo alimentar dos grupos apés 4h da injecdo de 2DG ou PBS, como
visto nos dados das fémeas, verificamos que os grupos controle e VGAT GHR KO
tiveram um consumo alimentar maior apos injecao de 2DG em comparacgao a injecéo
de PBS, enquanto o grupo VGLUT2 GHR KO néo apresentou aumento do consumo
alimentar apos injecdo de 2DG (Figura 17C).
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Figura 17. Avaliacdo da homeostase glicémica e consumo alimentar, frente ao teste de 2-deoxi-D-
glicose em machos. Resposta contra regulatéria a hipoglicemia evocada pela infusdo de 2DG (A),
area sob a curva (2DG) (B) em machos controle (n=16), VGAT GHR KO (n=13) e VGLUT2 GHR KO
(n=11). * animais VGAT GHR KO diferentes dos animais controle (p < 0,05); # animais VGAT GHR
KO em comparagao aos animais VGLUT2 GHR KO; 1 animais VGLUT2 GHR KO em comparagao ao
grupo controle. Consumo alimentar apds 4h da injecédo de 2DG ou PBS (C). * diferente do PBS.
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4.2.4 Avaliacdo da variacao ponderal, homeostase glicémica e composicao corporal

durante restricdo alimentar

Nesse desafio metabdlico, os animais foram submetidos a restricdo alimentar
de 40%, ou seja, foi oferecido 60% do consumo alimentar individual durante 5 dias.
As fémeas VGAT GHR KO perderam mais peso corporal em relacdo aos animais
VGLUT2 GHR KO no segundo, quarto e quinto dia de restricdo (Figura 18A). A
variacdo de gordura corporal foi semelhante entre os grupos durante os 5 dias de
restricdo alimentar (Figura 18B). A perda de massa magra foi semelhante entre os
grupos nos dois primeiros dias, ao passo que do terceiro dia em diante os animais
VGAT GHR KO perderam mais massa magra em comparag¢ao aos animais VGLUT?2
GHR KO (Figura 18C). Durante os 5 dias de restricdo, a variagao na glicemia dos
grupos nao foi significantemente diferente, embora a glicemia tendeu a ser menor no
grupo VGAT GHR KO (Figura 18D).



54

A B
@ 0_ ............................................... a
© ©
g L] ]
g 2 5
o o
o o
& -4- - Controle {9
O =
o -+ VGAT GHR KO B
S |= VGLUT2GHRKO . 3
'6 I I 1 1 I I '1-5 I I I I 1 I
O N 9% 5 X o O N 9% 5 K O
Dias de restricao alimentar Dias de restrigao alimentar
C D
0 201
2 4 3 0]
o D
2 -2- £ -20-
E 8
& -3 g -40+
o 9
= 47 o -60-
'5 1 1 1 1 1 1 '80 T T I 1 T T
O N 9% 5 % o O N 9P 5 & O
Dias de restrigdo alimentar Dias de restri¢ao alimentar

Figura 18. Avaliacdo metabdlica durante restricdo alimentar de 5 dias em fémeas. Varia¢cdes no peso
(A), gordura corporal (B), massa magra (C) e glicemia (D) em animais controle (n=8), VGAT GHR KO
(n=7) e VGLUT2 GHR KO (n=5). # animais VGAT GHR KO em comparac¢do aos animais VGLUT2
GHR KO (p < 0,05).
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Depois da restricdo alimentar, foi oferecido racdo a vontade para todos o0s
grupos. Foi observado que os animais VGLUT2 GHR KO consumiram mais ragao
gue os animais VGAT GHR KO (Figura 19).
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Figura 19. Avaliacdo da ingestdo alimentar durante a realimentacéo e o consumo normalizado pelo
peso e média de 3 dias. Animais fémeas controle (n=8), VGAT GHR KO (n=7) e VGLUT2 GHR KO
(n=5). # animais VGAT GHR KO em comparag¢éo aos animais VGLUT2 GHR KO (p < 0,05).

Abrev.: DR depois da restri¢ao.

Em relagdo aos machos durante a restricdo alimentar, os animais VGLUT2
GHR KO machos perderam menos peso em comparagdo aos grupos VGAT GHR
KO e controle no segundo, terceiro, quarto e quinto dia de restricdo. Por outro lado,
os machos VGAT GHR KO perderam mais peso que os controle no segundo, quarto
e quinto dia de restricdo (Figura 20A). A variacdo de gordura corporal foi similar
entre 0s grupos experimentais (Figura 20B). Com relacdo a perda de massa magra,
do segundo dia em diante os animais VGLUT2 GHR KO perderam menos massa
magra que 0s outros grupos. Ja os animais VGAT GHR KO perderam mais massa
magra que o grupo controle do terceiro dia em diante (Figura 20C). Os niveis de
glicose no sangue foram significantemente menores no grupo VGAT GHT KO, em
relacdo ao grupo controle, a partir do terceiro dia de restricdo alimentar. Em
contraste, a glicemia dos machos VGLUT2 GHR KO se manteve mais elevada que o

grupo controle na maior parte do periodo de restricao alimentar (Figura 20D).



56

A B
@ 0_ ............................................... a 0.0'
© ©
P v
() O n5-
'g e 0.5
2 -4 3
.§ -e- Controle § -1.0-
8 67 = VGATGHRKO T
s ~ VGLUT2 GHR KO 3
'8 1 1 ) I I 1 '1-5 I 1 I I 1 1
QO N 9% 5 % 9 Q N 9% 5 % O
Dias de restricdo alimentar Dias de restrigao alimentar
C D
0 0-
) )
2 14
s g -30
g 21 <
£ 8 -60-
Q@ -3- £
[72] [
o 2 .90-
s -4 O
-5 T T T T T T -120 ! I ! ! ! !
S N 2% 5 % o % % % B % B

Dias de restrigdo alimentar Dias de restrigao alimentar

Figura 20. Avaliacdo metabdlica durante a restricdo alimentar de 5 dias em machos. Varia¢gdes no
peso (A), gordura corporal (B), massa magra (C) e glicemia (D) em animais controle (n=16), VGAT
GHR KO (n=13) e VGLUT2 GHR KO (n=11). * animais VGAT GHR KO diferentes dos animais
controle (p < 0,05); # animais VGAT GHR KO em compara¢do aos animais VGLUT2 GHR KO; t
animais VGLUT2 GHR KO em comparag&o ao grupo controle.
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Apoés a restricdo alimentar, o consumo dos animais VGLUT2 GHR KO foi

menor que o consumo dos animais controle (Figura 21).
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Figura 21. Avaliagdo da ingestdo alimentar durante a realimentacéo e o consumo normalizado pelo
peso e média de 3 dias. Animais machos controle (n=16), VGAT GHR KO (n=13) e VGLUT2 GHR KO
(n=11) machos. 1 animais VGLUT2 GHR KO em comparagao ao grupo controle.

Abrev.: DR depois da restri¢éo.
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5 DISCUSSAO

O papel do GH no sistema nervoso central ainda € pouco conhecido, porém
estudos recentes vém mostrando a sua importancia na manutencdo do gasto
energeético e homeostase glicémica (Cady et al., 2017; Furigo, Teixeira, et al., 2019).
Este hormbnio age em diversas regides hipotalamicas, dentre elas algumas
responsaveis pela fome, saciedade e regulacdo da glicemia (Furigo et al., 2017).
Contudo, pouca atencao tem sido dada na identificacdo dos neurdnios que regulam
0 metabolismo e expressam neurotransmissores classicos, incluindo o GABA e o
glutamato. Por isso, buscamos mapear quais regides sao glutamatérgicas ou
GABAérgicas, além de investigar possiveis impactos da falta do GHR nessas
populacdes neuronais especificas. Encontramos diversos grupamentos neuronais
que expressaram VGAT/GFP (neurdnios GABAérgicos) ou VGLUT2/GFP (neurbnios
glutamatérgicos) e sdo responsivos ao GH. Sendo as estruturas septo e amigdala
predominantemente GABAérgicas, enquanto as estruturas do mesencéfalo, ponte e
bulbo glutamatérgicas. Entretanto, as estruturas hipotalamicas apresentaram grande
densidade, tanto de neurbnios GABAérgicos, como glutamatérgicos. Encontramos
maior densidade de neurdnios GABAérgicos nas regides do LS, BSTam, CEA,
MEApd, ARH, DMH e TU, semelhante ao encontrado na literatura (Brashear et al.,
1986; Hrabovszky et al., 2012; Kall6 et al., 2015). Nas regides MPN, PV, PVH, VMH,
PMV, VTA e NTS encontramos maior densidade de neurbnios glutamatérgicos (Lin
et al., 2003; Eyigor et al., 2004; Root et al., 2014; Kallé et al., 2015; Wang et al.,
2015). Também encontramos neurdnios GABAérgicos ou glutamatérgicos em
grande quantidade tanto na LHA como no DMH (Lin et al., 2003; Vong et al., 2011,
Hrabovszky et al., 2012; Kall6 et al., 2015). Na VTA encontramos somente neurénios
glutamatérgicos, mas estudos anteriores mostraram a presencga tanto de neurdnios
GABAérgicos e glutamatérgicos nesta regido, mostrando até mesmo co-expressao
de GABA e glutamato pelo mesmo neurdnio (Root et al., 2014; Root et al., 2018). Na
regido do LC e DMX, ndo encontramos neurbnios GABAérgicos, nem
glutamatérgicos. O LC é uma regido predominantemente de neurbnios
noradrenérgicos (NE), mas existem estudos que mostram que o LC possui
aferéncias GABAérgicas, podendo até apresentar populacbes GABAérgicas no
préprio LC (Mallick et al., 2001; Jin et al., 2013; Toussay et al., 2013; Plummer et al.,

2017; Breton-Provencher and Sur, 2019). Ja no DMX podemos encontrar
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populacdes neuronais colinérgicas e dopaminérgicas (Armstrong et al., 1990;
Hayakawa et al., 2004). As areas que apresentaram maior responsividade ao GH em
neurébnios GABAérgicos foram o LS, BSTam, CEA e ARH, enquanto que em
neurénios glutamatérgicos foram o MPN, PV, PVH, LHA, VMH, PMV e VTA (Furigo
et al., 2017).

Observamos que o0s animais com inativacdo do GHR em neurdnios
GABAérgicos apresentaram maior peso em comparacdo aos outros grupos. A
liberacdo do GH no plasma acontece de forma pulsatil, devido a presenca
antagbnica de dois neuropeptideos, na qual a somatostatina atua inibindo a
liberacdo de GH, ao passo que o GHRH estimula a secrecao (Fodor et al., 2006).
Neurdnios GABAérgicos também podem co-expressar somatostatina (Rudy et al.,
2011; Urban-Ciecko and Barth, 2016). Ha evidéncias de que neurdnios TH do nucleo
arqueado podem co-expressar o neurotransmissor GABA (Zhang and Van Den Pol,
2015; Marshall et al., 2017). Estudos publicados recentemente pelo nosso
laboratério mostraram que a falta do GHR em todo sistema nervoso atrapalha o
controle hipotalamico da secre¢do de GH, levando a um aumento na secrecdo de
GH e consequentemente de gigantismo, observado pelo aumento do peso corporal e
massa magra, sem alteracdo da gordura corporal. Em vez de uma menor expressao
de GHRH, indicando uma tentativa de correcdo a alta circulagdo do horménio do
crescimento plasmatico via feedback negativo, a delecdo do GHR em todo sistema
nervoso ou apenas em neurbnios TH aumentou a expressdo de mRNA GHRH e a
secrecdo de GH. Esta alteracao teve relacdo com o crescimento corporal tanto de
animais machos como de fémeas (Wasinski et al., 2020). Sabendo disso, achamos
gue os animais que ndo possuem GHR em neurbnios GABAérgicos apresentaram

maior crescimento devido a falta de feedback negativo nessas células.

Interessantemente, os animais VGLUT2 apresentaram menor ganho de peso
em relagdo aos outros grupos. Esse fendtipo foi surpreendente, pois normalmente a
perda de um dado receptor leva ao aumento da secrecdo do horménio afetado,
contudo, uma possibilidade é que o GHR foi inativado no figado, levando a
diminuicdo do IGF-1 e do crescimento corporal. Porém, seria necessario que o
figado expressasse VGLUT2, que é um marcador genético de neurbnios que liberam
glutamato. Planejamos no futuro proximo avaliar essa possibilidade para poder
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compreender os mecanismos fisiolégicos envolvidos com a diminuicdo do peso
corporal, observado no modelo VGLUT2 GHR KO.

Vimos que a falta do GHR em neurdnios glutamatérgicos acarretou no
aumento do consumo alimentar. A acdo parcial ou a falta total da sinalizacdo do GH
em camundongos esta relacionado com o aumento do consumo alimentar desses
animais (Coschigano et al., 2003; Berryman et al., 2004). Um estudo onde usaram
animais nocautes do GHR em todo organismo mostrou aumento nNno consumo
alimentar. Essa hiperfagia parece ter sido resultado da hipoglicemia e/ou da
diminuicdo dos niveis circulantes de insulina apresentados por esses animais.
Mesmo sendo sensiveis a insulina foi mostrado aumento nos niveis plasméticos de
glicocorticoides (Hauck et al., 2001; Egecioglu et al., 2006). Tratamentos com
glicocorticoides estdo relacionados com aumento do consumo alimentar (Chen and
Romsos, 1995). Pode ser que o aumento do gasto energético (aumento no VO2) dos
animais VGLUT2 GHR KO tenha acontecido de forma compensatoria & hiperfagia.
Alguns horménios podem estar envolvidos nesse processo compensatoério, atuando

na plasticidade dos neurdnios (Pinto et al., 2004).

Os animais VGLUT2 GHR KO apresentaram melhor tolerancia a glicose e
maior sensibilidade a insulina. Em um estudo, camundongos nocautes para o GHR
apresentaram diminuicdo acentuada nas concentracdes de insulina e diminui¢ao
moderada nas concentracfes de glicose em jejum. Isto indica que a falta do GHR
induz um estado de hipersensibilidade a insulina, com a homeostase da glicose
sendo preservada mesmo com pouca insulina circulante (Dominici et al., 2000). Ha
uma associacdo entre a deficiéncia de GH e a hipersensibilidade a insulina em
humanos e animais (Davidson, 1987). Em pacientes com deficiéncia de GH ha uma
tendéncia a hipoglicemia (Hopwood et al., 1975; Dominici et al., 2003),
aparentemente causado principalmente pela reducdo da producdo hepatica de
glicose (Bougneres et al.,, 1985). A deficiéncia de GH em ratos também leva ao
aumento da sensibilidade a insulina (Daugaard et al., 1999). A administracdo de
insulina por via intraperitoneal diminuiu mais a concentracdo de glicose no sangue
de animais GHR KO GLOBAL do que nos controles, mostrando que a sensibilidade
a insulina é realmente aumentada nesses animais (Coschigano et al. 1999). Esses
animais ainda apresentaram reducdo da glicose e niveis extremamente baixos de

insulina no plasma, tanto em estado alimentado como em jejum (Hauck et al., 2001).
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O figado de camundongos GHR KO GLOBAL é adaptado para funcionar na
presenca de baixas concentracbes de insulina. Ha4 aumento na quantidade de
receptores de insulina (IR) no figado desses animais. Parece que acontece esta
regulacéo positiva por consequéncia de concentragcdes muito baixas de insulina
plasmatica por um longo periodo de tempo, que podem ser responsaveis, pelo
menos em parte pelo aumento da sensibilidade a insulina apresentada por esses
animais. (Dominici et al.,, 2000). Portanto, a maior sensibilidade a insulina dos
camundongos VGLUT2 GHR KO pode ser um indicativo que o efeito diabetogénico
do GH seja mediado por células glutamatérgicas, sendo que o camundongo
VGLUT2 GHR KO mimetiza o fenétipo da ablacdo global do GHR no que se refere a

homeostase glicémica.

ApoOs injecdo de 2DG, os animais machos VGLUT2 GHR KO apresentaram
menor glicemia em relacdo ao grupo controle. Existem neurdnios que sao
amplamente estimulados ou inibidos pela concentracdo de glicose intersticial.
Mudancas nas concentragcbes normais de glicose podem desencadear a acgao
desses neurdnios (Routh, 2010). Estudos vem mostrando que o GH é importante na
resposta contra regulatoria (RCR) induzida por glicopenia (Hussain et al., 2003;
Zhao et al., 2010; Tennese and Wevrick, 2011). A falta de GHR em neurdnios SF1
esta relacionada com a deficiéncia na RCR. Um trabalho recentemente publicado
pelo nosso grupo sugeriu que o GH atua em neurénios do VMH para melhorar a
resposta contra regulatoria frente a hipoglicemia. Foi mostrado que a administracao
de 2DG conjuntamente com bloqueadores simpaticos suprime fortemente a curva
glicémica durante o RCR. No entanto, animais sem o0 GHR em neurénios do VMH
(SF1 GHR KO) ainda mantiveram a curva glicémica mais baixa durante a infusédo de
2DG com alfa e beta bloqueadores. Por outro lado, os bloqueadores
parassimpaticos eliminaram completamente as diferencas na curva glicémica entre
os animais controle e SF1 GHR KO durante a RCR. Isso sugeri que a falta de GHR
nos neurdnios VMH possivelmente afeta o metabolismo hepético da glicose via o
sistema nervoso parassimpatico (Furigo, De Souza, et al., 2019). O sistema nervoso
autdbnomo é conhecido por estimular ou suprimir a produgéo de glicose pelo figado
em resposta a administracdo de 2DG (Matsunaga et al., 1989; Pascoe et al., 1989;
Yi et al.,, 2010; Carnagarin et al., 2018). Algumas areas hipotalamicas sé&o

responsaveis por regular esses sinais autbnomos até o figado. O VMH modula as
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funcdes simpaticas, enquanto o LH as parassimpaticas, ja o PVN integra os sinais
autbnomos proveniente de diversas areas hipotalamicas (Uyama et al.,, 2004,
Klieverik et al., 2009; Shimazu and Minokoshi, 2017). Nesse sentido, a falta de GHR
em neurbnios do VMH pode aumentar a atividade do sistema nervoso
parassimpatico, enquanto o tdnus simpatico é reduzido (Paes et al., 2006). Além
disso, nossos resultados mostram que os neurdnios do VMH séo glutamatérgicos e
altamente responsivos ao GH, podendo explicar a hipoglicemia e o ndo aumento do
consumo alimentar frente a injecdo de 2DG dos animais VGLUT2 GHR KO machos.
Ainda, acreditamos que as fémeas VGLUT2 GHR KO podem néo ter apresentado as
mesmas respostas que os machos por possuirem algum tipo de dimorfismo sexual,
que é tipico do VMH que modula a expressdo de diferentes comportamentos
sexualmente dimorficos (Jiang et al., 2019; Kawabata-Sakata et al., 2020).

Durante a restricdo calérica de 40% do consumo habitual, os animais VGAT
GHR KO machos e fémeas perderam mais peso e massa magra que 0S animais
VGLUT2 GHR KO. Os niveis circulantes de GH aumentam durante a restricao
alimentar e a secrecdo de GH é importante para prevenir a hipoglicemia nessa
situacdo (Zhao et al., 2010). Os neurbnios AgRP expressam c-Fos durante a
privagédo alimentar, como um indicador do aumento da atividade celular (Pedroso et
al., 2016). Em outro trabalho publicado pelo nosso laboratério, foi mostrado que em
animais AgRP GHR KO (auséncia de GHR em neurénios AgRP), a expressao de c-
Fos estava prejudicada. Também viram que estes animais ndo conseguem
economizar energia frente a uma situagéo de restricdo alimentar. Isto evidencia que
para 0s neurdnios possam respondam corretamente a uma situacdo de restricdo
alimentar, eles precisam da sinalizagédo promovida pelo GH (Furigo, Teixeira, et al.,
2019). Neurbdnios que expressam LepR sdo conhecidos por desencadearem
adaptacdes metabdlicas que conservam energia (Erickson et al., 1996; Donato et al.,
2011; Berglund et al.,, 2012). Animais LepR GHR KO e GHR KO no cérebro
mostraram dificuldade em economizar energia frente a restricao alimentar levando a
uma maior perda de peso e menor glicemia (Furigo, Teixeira, et al., 2019). Nossos
resultados mostram que durante a restricdo alimentar, os animais VGAT GHR KO
machos apresentaram glicemia bem baixa em comparac¢éo aos outros grupos. Pode

ser que os neurdnios LepR ou mais especificamente os neurdnios AgRP, que
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desencadeiam respostas adaptativas frente a restricAo alimentar, sejam
GABAérgicos.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, nosso estudo mostrou que existem diversas regides
encefalicas responsivas ao horménio do crescimento, sendo varias delas
GABAérgicas, glutamatérgicas ou ambas. A falta de GHR em neurbnios
GABAEérgicos parece aumentar a secre¢cdo de GH proporcionando um crescimento
dos animais acima do normal, provavelmente devido a falta de feedback negativo
em neurdnios hipotalamicos. A acdo do GH em neurbnios glutamatérgicos parece
ser importante para regulagdo do consumo alimentar e homeostase glicémica. Por
fim, parece que em situacOes de extrema escassez de alimento, o GH age em
neurbnios GABAérgicos gerando adaptacdes metabdlicas para economia de
energia. Esse trabalho contribui para o melhor entendimento do papel do GH no
SNC para a regulacdo do balanco energético e homeostase glicémica e na
identificagdo da identidade neuroquimica de neurdnios responsivos por ele.
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