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RESUMO

ZANARDI, I, M, S. Estudo sobre a coexpresséo do receptor de leptina e
neuropeptidios no nucleo arqueado do hipotalamo. Correlacdo entre senescéncia e
ovariectomia. 2021. 48 p. Dissertacdo (Mestrado em Biologia de Sistemas) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2021.

A senescéncia € um processo biologico que provoca disfun¢Ges hormonais e fisioldgicas
bem estabelecidas nos mamiferos. Na mulher as consequéncias da senescéncia levam,
inclusive, a perda da qualidade de vida. Assim sendo, muito trabalhos investigaram as
consequéncias da diminuicdo dos esteroides sexuais circulantes em fémeas, utilizando
animais ovariectomizados como modelo experimental. Por outro lado, ha trabalhos que
questionam se a ovariectomia seria um modelo representativo do envelhecimento. Estudos
demonstraram que a remocao dos ovarios provoca ganho de peso significativo, aumento
da leptina sérica e aumento do RNAm que codifica a expressao do receptor de leptina
(LepR), dentre outros genes, no hipotalamo de fémeas. Porém, ainda nao ha na literatura
dados comparando se efeitos semelhantes sdo observados devido a senescéncia. O ndcleo
arqueado do hipotalamo (ARH), particularmente, contém diferentes populac6es neuronais
que expressam 0 LepR e sdo responsaveis pela regulacdo do balango energético e
modulacdo de aspectos reprodutivos. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi comparar
parametros fisiologicos e morfoldgicos encontrados em fémeas controle (adultas jovens,
média de 12 semanas de vida), fémeas idosas (média de 78 semanas de vida) e fémeas
submetidas a ovariectomia (OVX, média de 16 dias de vida), tais como ciclo estral, peso
corporal, peso uterino e quantificacdo de neurdnios no ARH. Para a realizacdo desse
estudo, os animais foram submetidos a perfusdo transcardiaca para coleta e processamento
dos encéfalos e, coleta dos uteros para avaliacdo do peso. Séries representativas dos cortes
encefalicos foram submetidos a técnica de imunoistoquimica para detec¢do de peptideos
relacionados a modulagdo do balanco energético e reproducdo (a-MSH, Bendorfina e
kisspeptinas) e sua coexpressdo com LepR no ARH. Na avaliagdo dos resultados
observamos que ndo houve variacao significativa no nimero de neurbnios que expressam
0 LepR entre os grupos experimentais. Fémeas idosas apresentaram ciclo estral irregular,
além de aumento significativo de peso uterino em comparacao a fémeas controle (adultas
jovens). Em fémeas idosas, 0 nimero de neur6nios que expressavam a-MSH, Bendorfina
ou kisspeptinas foi similar ao encontrado no grupo controle. O percentual de células que
coexpressavam o LepR e cada peptideo mencionado foi semelhante entre fémeas idosas e
fémeas do grupo controle. Em contrapartida, fémeas OV X néo apresentaram ciclo estral e
tiveram diminuicao significativa do peso uterino. O procedimento de remog¢éo dos ovarios,
induziu aumento do nimero de neurdnios que expressam as kisspeptinas e o gene Kiss1,
em comparagdo ao grupo controle. Além disso, fémeas OV X apresentaram diminuicao do
percentual de neurdnios que coexpressavam Bendorfina ¢ LepR na por¢éo rostral do ARH,
e aumento expressivo do percentual de neurbnios que coexpressavam Kisspeptinas e o
LepR, nos niveis rostrais e caudais do ARH. Nossos achados evidenciam que a senescéncia
e ovariectomia representam modelos fisiolégicos distintos, sugerindo assim, que ha
diferengas importantes que precisam ser consideradas na escolha de um ou outro modelo
experimental, a0 menos em estudos que se referem a avaliacdo do ARH.

Palavras-chaves: Envelhecimento. Estrdgenos. Metabolismo. Neurociéncia. Reproducao.



ABSTRACT

ZANARDI, I, M, S. Study on the co-expression of the leptin receptor and
neuropeptides in the arcuate nucleus of the hypothalamus. Correlation between
senescence and ovariectomy. 2021. 48 p. Dissertation (Masters thesis in Systems
Biology) - Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo, S&o Paulo, 2021.

Senescence is a biological process which causes well known hormonal and physiological
disfunctions in mammals. For women, its repercussions lead to a loss of quality of life.
Therefore, many researchers investigated the consequences of diminished circulating sex
steroids in females by using ovariectomized animals as experimental model, whereas other
studies question whether ovariectomy is a faithful representative model to aging. Reports
showed that ovary removal results in significant weight gain, higher levels of serum leptin
and increased expression of MRNA that codifies the expression of leptin receptor (LepR)
and other genes in the female hypothalamus. However, there are no data comparing if
similar effects are due to senescence. The arcuate nucleus of the hypothalamus (ARH)
particularly contains different LepR expressing neural populations, which are responsible
for regulating energetic balance and modulating reproductive functions. Thus, the objective
of the present study was to compare physiological and morphological baselines found in
control females (young adults, 12 weeks of age), aged females (78 weeks of age) and
ovariectomized females (OVX, 16 weeks of age), such as estrous cycle, body weight,
uterine weight and ARH neurons quantification. In order to perform this study, animals
were submitted to transcardial perfusion to collect brains to be processed and uteruses to
be weighted. Representative series of brain slices were subjected to immunohistochemical
processing to detect peptides related to the modulation of energetic and reproductive
balance (a-MSH, B-endorphin and kisspeptins) and their coexpression with LepR in the
ARH. We found no significant variation in the number of LepR expressing neurons among
experimental groups. Aged females showcased irregular estrous cycle and a noteworthy
increase in uterine weight when compared to control females (young adults). In aged
females, the amount of a-MSH, B-endorphin or kisspeptins expressing neurons was similar
to that of the control group. Yet, OVX females had no estrous cycle and had a significant
decrease in uterine weight. Ovary removal induced kisspeptin and Kissl expressing
neurons to raise in quantity in comparison to the control group. Furthermore, OV X females
showed lower percentage of neurons that coexpressed f-endorphin and LepR in the frontal
portion of the ARH, and an expressively higher percentage of neurons that coexpressed
kisspeptins and LepR in the rostral and caudal portions of the ARH. Our findings
demonstrate that senescence and ovariectomy represent distinct physiological models,
suggesting that there are important differences that need to be considered when choosing
between the experimental models, at least in studies regarding ARH nucleus evaluation.

Keywords: Aging. Estrogens. Metabolism. Neuroscience. Reproduction.
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OVX- Ovariectomia

PeN - periventricular anterior

POMC - Pro-Opiomelanocortina

RNAmM - RNA mensageiro

SNC - Sistema Nervoso Central

a-MSH - Hormdnio estimulador de melandcito alpha
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1 INTRODUCAO

O nacleo arqueado do hipotalamo (ARH) esta localizado na base do hipotalamo,
circundando a parte ventral do terceiro ventriculo e se conectando intimamente com a
eminéncia mediana e a hipofise. A organizacdo anatdmica dessa estrutura permite a
integracdo de informacgdes neuroenddcrinas e, dessa forma, o desempenho de fungdes
importantes como a regulagdo do metabolismo, da fertilidade e da fungéo cardiovascular
(CHRONWALL, 1985). Diferentes neuropeptidios sdo sintetizados pelos variados grupos
de neurdnios presentes no ARH, por exemplo: neuropeptideo Y (NPY), peptideo
relacionado a Agouti (AgRP), pré-opiomelanocortina (POMC), 4cido gama-aminobutirico
(GABA), glutamato, kisspeptinas, dentre outros (; ELIAS et al., 2000; CRAVO et al.,
2011). Algumas populacdes de neurdnios do ARH expressam a isoforma longa do receptor
de leptina (LepR), tornando esse nucleo em um potente mediador dos efeitos da leptina na
homeostase energética (BOURET et al., 2004). A leptina € um horménio secretado pelo
tecido adiposo em proporcdo a quantidade de estoques de energia corporal (DA SILVA et al
2014; CRAVO et al., 2013).

No que se refere ao controle da ingestdo alimentar, sabe-se que a leptina atua
principalmente em duas classes de neurénios do ndcleo ARH: inibindo neurbnios que
sintetizam o NPY e a AgRP, e ativando neurdnios POMC e transcritos relacionados a
anfetamina e cocaina (CART) (DAMIANI, 2011). A ativacdo de neurénios POMC modula
a inibicdo do apetite, ja que estes sdo agentes anorexigenos (COWLEY etal., 2001; SWART
etal., 2002; WILLIAMS et al., 2010). Além disso, a molécula POMC também € precursora
de diversos neuropeptidios com diferentes fungdes; dois exemplos sdo a -endorfina e o
horménio alfa estimulador de melanocitos (a-MSH) (BASKIN et al., 1999; HILL et al.,
2010; TURNER et al., 1983). A Bendorfina é um opioide enddgeno que desempenha a
funcdo de inibir a producdo de hormonios do estresse e promover sensacdo de bem-estar e
analgesia. Sabe-se ainda que baixos niveis de fendorfina no sistema nervoso central (SNC),
estd associado ao surgimento de doencgas relacionadas com a depressao e transtornos de
estresse (SARKAR et al., 2021; DARKO et al., 1992). O a-MSH tem uma fungéo bem
estabelecida no SNC, que é modular a ingestdo alimentar diminuindo a fome, através da
ativacdo de receptores de melanocortina (RODRIGUES et al., 2003). Além disso, a-MSH &
um peptideo neuroimunomodulador enddgeno, pois exerce efeito anti-inflamatério a partir
da inibicdo da febre e outras formas de inflamagéo (LIPTON; CATANIA, 1997).
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A leptina também é um horménio importante para a regulacdo do sistema
reprodutivo, sendo que alteracdes da ingestdo alimentar e/ou peso corporal invariavelmente
resultam em alteracGes desse sistema (DA SILVA et al., 2014; ZAMPIERI et al., 2020;
MARGETIC et al., 2002, DONATO et al., 2011). Camundongos mutantes que néo
produzem leptina nem o seu receptor produzem baixos niveis de gonadotrofinas,
desenvolvimento incompleto dos 6érgdos reprodutivos e infertilidade, sendo o tratamento
com leptina capaz de reverter esse quadro. Porém, os mecanismos neurais pelos quais as
informacBes nutricionais sdo transferidas ao sistema reprodutivo ainda nao estdo
completamente esclarecidos (BARASH et al.,, 1996; CHEHAB; LIM; LU, 1996;
MOUNZIH; LU; CHEHAB, 1997). No que se refere ao sistema reprodutivo, os neurénios
que expressam o gene Kiss1l no ARH sintetizam as Kisspeptinas, que sdo essenciais para a
manutencdo das fungdes reprodutivas através de sua sinalizacdo em neurbnios que secretam
0 hormaonio liberador de gonadotrofinas (GnRH). Os neurénios GnRH expressam o receptor
reconhecido pelas kisspeptinas, denominado Kisslr (HAN et al., 2005; MESSAGER et al.,
2005). Os neurdnios que expressam o gene Kiss1 do ARH sdo responsaveis pela modulacao
do mecanismo de retroalimentacdo negativa que informa os neurdénios GnRH quando os
niveis circulantes de estrégenos sdo considerados basais ou diminuidos, além do controle do
ritmo pulsatil de liberagdo de GnRH (LEHMAN et al., 2018). Cerca de 10 a 15% dos
neurdnios Kiss1l no ARH coexpressam a isoforma funcional do LepR (LepRb) em fémeas
adultas em diestro, enquanto 40% dos neurénios Kissl no ARH coexpressam o LepR, em
machos castrados (SMITH et al., 2006). Os neurbnios que expressam o gene Kissl também
estdo distribuidos em outras areas, como nos nucleos periventricular anteroventral e por¢cdo
rostral do periventricular anterior (AVPV/PeN), porém estes ndo coexpressam o LepRb, ndo
sendo, portanto, considerados diretamente responsivos a leptina (CRAVO et al., 2011;
CRAVO et al., 2013).

Evidéncias recentes apontam que 0s neurdnios que expressam o gene Kiss1 também
podem estar envolvidos na modulacdo da ingestdo alimentar. Experimentos
eletrofisiologicos demonstraram que as kisspeptinas sdo capazes de excitar diretamente 0s
neurdnios POMC e inibir os neurénios AgRP indiretamente (FU; VAN DEN POL, 2010).
Camundongos tratados com kisspeptina via intraperitoneal, reduzem o consumo alimentar
sugerindo um efeito anorexigeno deste peptideo na ingestdo alimentar (STENGEL et al.,
2011). Além disso, camundongos, fémeas, com delecdo global do receptor Kisslr, tém
menor percentual de massa magra, maior percentual de gordura corporal, menor temperatura
corporal, alem de metabolismo reduzido (TOLSON et al., 2019a; TOLSON et al., 2019b).
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1.1 Senescéncia reprodutiva

A atividade reprodutiva € coordenada pela interacdo entre o eixo hipotalamo-
hipdfise-gdnadas (HPG), secrecédo de hormdnios e estimulos neuronais (HAISENLEDER et
al., 2007). Os neurénios que sintetizam GnRH liberam este horménio de forma pulsatil, o
qual atuara na hipdfise anterior, desencadeando a liberagdo do horménio foliculo estimulante
(FSH) e hormonio luteinizante (LH). Os hormonios FSH e LH, denominados em conjunto
como gonadotrofinas, atuam nas gonadas (testiculos e ovarios) estimulando a producao de
hormonios esteroides (testosterona, estrégenos e progesterona) e promovendo a
gametogénese (ROCHA et al., 2011). Os estrogenos sdo horménios sexuais femininos
produzidos principalmente pelos ovarios, e exercem funcbes fisioldgicas como o
desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios, acdes neuroendocrinas envolvidas no
controle da ovulagdo e preparo ciclico do trato reprodutor para implantagdo do dévulo
(AMADEI et al., 2006). A progesterona, por sua vez, € um horménio sexual que prepara o
organismo para a gestacdo, estimula o desenvolvimento das glandulas mamarias para a
lactacdo e facilita a implantacdo do zigoto no utero (RUBINOW; SCHMIDT, 2006). Os
estrogenos e progesterona realizam retroalimentacdo no sistema nervoso e hipdfise,
modulando a secrecdo do GnRH e das gonadotrofinas (ROCHA et al., 2011). Além disso,
estrégenos também atuam modulando a distribuicdo e o acumulo de gordura corporal
(HAARBO etal., 1991; POEHLMAN; TOTH; GARDNER, 1995). Portanto, entende-se que
a interagdo entre os esteroides sexuais circulantes, os neur6nios GnRH e neur6nios que
expressam o gene Kiss1 séo essenciais para a maturagéo e manutencao do eixo HPG ao longo
davida (ROCHA et al., 2011).

O processo do envelhecimento provoca mudangas significativas que envolvem
alteracdes comportamentais, neuroenddcrinas e fisioldgicas. Nos camundongos, a
senescéncia reprodutiva ocorre em média aos 15 meses de idade, mas para que um
camundongo seja considerado idoso ele deve ter pelo menos 18 meses de vida, quando séo
identificados biomarcadores da senescéncia (DUTTA & SENGUPTA, 2016). Em humanos,
especificamente em mulheres, a senescéncia reprodutiva acontece entre 40 e 55 anos de
idade e é dividida nos seguintes estagios: perimenopausa, menopausa e pds-menopausa
(VIGETA; BRETAS, 2004; PEDRO et al., 2003). A perimenopausa é a preparacio para a
ultima menstruacdo, fase demarcada pela irregularidade do ciclo menstrual e dos niveis de
hormdnios sexuais. A menopausa define o encerramento da atividade folicular dos ovarios

e é reconhecida somente apds um ano de amenorreia. Ja a pds-menopausa se trata da época
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apos a Ultima menstruacdo (BRINTON, 2009; DIAZ BRINTON, 2012; BIMONTE-
NELSON; BERNAUD; KOEBELE, 2021). A senescéncia reprodutiva promove sintomas
fisiologicos diversos, tais como o aumento dos niveis das gonadotrofinas FSH e LH
(AUGOULEA et al., 2005), ganho de peso corporal, osteoporose, atrofia urogenital,
irritabilidade, insonia e variagdo de humor (GAMBACCIANI et al., 1999; ALDRIGHI,
2002; DE LORENZI et al., 2005; AMADEI et al., 2006). Dessa forma, tem sido cada vez
mais importante estudar modelos animais que mimetizam a menopausa humana, para que
possamos compreender as consequéncias desse processo biologico que afeta milhares de
mulheres todos os anos (KOEBELE; BIMONTE-NELSON, 2016). Um modelo animal
amplamente utilizado para simular a menopausa é a remogdo cirdrgica dos ovarios
(ovariectomia). Nesse modelo, assim como na menopausa, a ovulacdo é encerrada e ha a
queda na producdo de estrdgenos e progesterona (KOEBELE; BIMONTE-NELSON, 2016;
SOUZA et al., 2018). A ovariectomia induz aumento da ingestdo alimentar, redugéo na
atividade locomotora e gasto energético, ganho de peso e aumento acentuado nos niveis de
leptina sérica (HENRIQUES et al., 2010; DA SILVA et al., 2014). Além disso, a diminuicao
dos esteroides sexuais induzido pela ovariectomia é seguida pelo aumento significativo dos
RNAm que codificam a expressao do gene Kissl, gene POMC e LePR hipotalamico (DA
SILVA et al., 2014; HELENA et al., 2015; MITTELMAN-SMITH et al., 2016; KIM et al.,
2009), bem como, aumento significativo da coexpressdo de LepR em neurdnios que
expressam o gene Kissl no ARH (CRAVO et al., 2013).

Portanto, as evidéncias apresentadas sugerem que a coexpressdo do LepR em
neurbnios do ARH, particularmente os que expressam o gene Kissl, é influenciada pelos
niveis de hormdnios sexuais. Até 0 momento nao ha descri¢do na literatura se a senescéncia
natural induz efeitos similares aos efeitos induzidos pela ovariectomia. Além disso, também
ndo ha estudos que demonstram se outras populacdes de neurbnios, como aquelas que
expressam o a-MSH e Bendorfina, apresentam alteracdes na coexpressao do LepR no ARH,
em decorréncia da senescéncia ou devido a diminuicdo de hormonios sexuais. No presente
estudo iremos avaliar a coexpressdo entre 0 LepR e neuropeptideos do ARH, em trés
condicBes diferentes, fémeas adultas jovens, idosas ou adultas jovens submetidas a

ovariectomia.
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2 OBJETIVOS

v' Comparar diferentes parametros obtidos de animais controle (fémeas adultas jovens),
fémeas idosas e fémeas adultas submetidas a ovariectomia, como padrdo de
ciclicidade estral, peso corporal e peso uterino;

v' Determinar se o0 envelhecimento e/ou ovariectomia, induzem alteragdes
significativas no numero de neurdnios que expressam 0 a-MSH, a Bendorfina ou as
Kisspeptinas no ARH;

v' Determinar se o envelhecimento e/ou ovariectomia, induzem alteracoes
significativas na coexpressdo do LepR e neurdnios sintetizam o-MSH, Bendorfina ou
kisspeptinas no ARH;

v Avaliar se 0 envelhecimento induz alteracdo significativa na expressao do gene Kiss1

no nucleo ARH.
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3 MATERIAIS E METODOS

No presente projeto foram utlizados:

- Camundongos geneticamente modificados que expressam a enzima Cre
recombinase sob o controle transcricional do gene que codifica o LepR, e a proteina
fluorescente vermelha tdTomato, flanqueada por um alelo lox-p que limita a expresséo da
proteina fluorescente (LepR-Cre/tdTomato) (NAGAISHI et al., 2014).

- Camundongos geneticamente modificados nos quais a proteina fluorescente verde
humanized renilla (hrGFP) € expressa sob o controle transcricional do gene Kissl
(Kiss1/hrGFP) (CRAVO RM 2013).

Os animais foram alojados no biotério do Departamento de Anatomia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo, com temperatura (21-23°C) e periodo
claro-escuro (luz 12h/escuro 12h) controlados. Os experimentos e procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Cuidados e Uso de Animais de Laboratério do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de So Paulo, protocolo 21/2017.

3.1 Padronizacéo do Modelo Experimental

Ao completarem trés semanas, os filhotes gerados foram desmamados e a ponta da
cauda cortada para a realizacdo da genotipagem pela técnica de reacdo em cadeia de
polimerase quantitativa (PCR). Ao completarem oito semanas de idade, as fémeas com
gendtipo de interesse foram incluidas no protocolo experimental. Todos os animais foram
submetidos a analise do ciclo estral. A avaliacdo do ciclo estral foi realizada através da
analise dos tipos de células encontradas no lavado vaginal (BYERS et al., 2012). Sendo que
cada ciclo foi contabilizado a partir do primeiro dia em que células do tipo leucécito foram
visualizadas, até o Gltimo dia em que células do tipo cornificadas foram encontradas no
lavado vaginal, e assim sucessivamente. Fémeas que apresentaram ciclo estral regular foram
divididas em trés grupos experimentais: fémeas adultas (média de 12 semanas de vida,
n=13), fémeas idosas (média de 78 semanas, n=8) e fémeas submetidas a procedimento para
remoc&o dos ovarios (OVX) (média de 16 semanas de vida, n=13). Todas os animais foram
pesados semanalmente durante o periodo de acompanhamento, e o sacrificio realizado em
horério especifico do dia (14:00 — 16:00).
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Figura 1. Organograma dos procedimentos experimentais: As fémeas foram separadas em
trés grupos experimentais: grupo controle, idosas e submetidas a ovariectomia (OVX). Todos
os grupos foram acompanhados semanalmente para avaliagdo do peso corporal e ciclo estral,
ao final do protocolo todos os animais foram submetidos a perfusdo transcardiaca.

3.2 Procedimento cirdrgico
Fémeas adultas (12 semanas), foram submetidas a ovariectomia bilateral (OVX).
Para a realizacdo do procedimento cirurgico, anestesiamos profundamente os animais com
isofluorano. Apoés a sedacdo, foi realizada uma incisdo na regido dorsal e lateral, entre o
rebordo costal inferior e a coxa, apds assepsia desta regido. Pele e camada muscular foram
seccionados para acessarmos a cavidade abdominal. Apos localizacdo do ovario 0 mesmo
foi removido e a camada muscular e pele foram suturadas na sequéncia. Em seguida, o

procedimento foi repetido do lado contralateral para a retirada do outro ovario.

3.3 Perfuséo transcardiaca

Os animais foram submetidos a perfusdo transcardiaca e coleta dos tecidos quando
detectamos predominio de leucdécitos no lavado vaginal. Fémeas OV X foram submetidas a
perfusdo transcardiaca ap6s 30 dias do procedimento cirargico. Para o procedimento de
perfusdo, os animais foram anestesiados com isofluorano e depois da confirmacdo da
sedacdo foi feito um corte utilizando o manubrio do esterno como referéncia para abertura
da caixa toracica. O atrio direito foi puncionado e uma canula acoplada a uma bomba de
perfusdo foi introduzida no ventriculo esquerdo para que uma solucdo de salina 0,9%
percorresse por todo corpo. Na sequéncia, foi infundida uma solucdo de formalina

tamponada, por aproximadamente 10 minutos. Por fim, o encéfalo e utero foram



25

cuidadosamente coletados. O Utero foi pesado apds a perfusdo, e no caso do grupo OVX
utilizado como um controle do procedimento cirurgico. O encéfalo foi pos fixado em solugéo
tamponada de formalina por 1 hora e na sequéncia transferido para uma solucdo tampéo
fosfato de potassio (KPBS) 0,02M mais 20% de sacarose, por cerca de 18-24 horas para que
ocorresse a crioprotecdo do tecido. Em seguida, o encéfalo foi seccionado coronalmente (30
um de espessura), com uso de microtomo de congelamento (SM2010R, Leica) e organizados
em quatro séries representativas. Os cortes foram colocados em solucdo crioprotetora e

armazenados em freezer a -20 °C até serem submetidos a técnica de imunoistoquimica.

3.4 Imunoistoquimica fluorescente

Os cortes foram lavados com KPBS 0.02M, 3 vezes por 10 minutos, depois foram
incubados em solucdo contendo KPBS 0.02M, Triton e 3% de soro normal, durante uma
hora. Em seguida, os cortes foram incubados separadamente em tubos contendo solucéo de
KPBS 0.02M, Triton, 3% de soro normal e anticorpo priméario de interesse (Tabela 1),
permanecendo em temperatura ambiente, protegidos da luz e agitando durante 24 horas.
Apds este periodo os cortes encefalicos foram novamente lavados 3 vezes com KPBS 0.02M,
por 10 minutos, e incubados em solucdo contendo o anticorpo secundario especifico contra
0 anticorpo primario utilizado, sendo este, conjugado com uma fluoresceina de interesse
(Tabela 1), também em temperatura ambiente protegidos da luz e agitando durante 90
minutos. Por fim, os cortes foram lavados 3 vezes em KPBS 0.02M por 10 minutos,
montados em laminas gelatinizadas e cobertos com meio contendo 100 pl de dihidrocloreto
de 4',6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) e laminulas.

Tabela 1. Concentracdo dos anticorpos utilizados na técnica de imunoistoquimica

fluorescente.

Anticorpo (espécie) Concentracgéo
-endorfina (coelho) 1:3000
o-MSH (coelho) 1:2000
Kisspeptina (coelho) 1:2000

Alexa Fluor 488 (burro contra coelho) |1:500
Alexa Fluor 488 (burro contra rato) 1:500
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3.5 Anélise Quantitativa de Neurdnios

Para analise dos resultados foram determinados critérios de acordo com o Atlas “The
Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates”. Os cortes quantificados tiveram como referéncia
0s seguintes bregmas:

v' -1,46 ao -1,58 mm para analise do ARH nivel rostral;
v’ -2,18 a0 -2,30 mm para analise do ARH nivel caudal.

Foi realizada a quantificacdo dos neurdnios que expressam a enzima Cre recombinase
sob o controle transcricional do gene que codifica o LepR, através de sua proteina
fluorescente, bem como, a quantificagdo dos neurbnios que expressem 0s peptideos de
interesse conforme tabela 1. Na sequéncia, o percentual de co-localizacdo entre 0os neurénios
LepR e os peptideos de interesse foram determinados. Além disso, foi realizada a
quantificacdo de neurdnios que expressam o gene Kissl, sendo as células reconhecidas por
sua proteina fluorescente endgena hrGFP.

3.6 Anélise Estatistica
Para amostras com trés variaveis independentes foi utilizado o teste One Way
ANOVA com anélise de Tukey para mdultiplas comparaces. Para amostras de analise
percentual para trés variaveis, foi utilizado o teste de Kruskal Wallis. Os resultados foram
demonstrados como média + erro padrdo. A andlise estatistica foi realizada com o uso do

software GraphPad Prism.

4 RESULTADOS

Na analise do lavado vaginal, observamos que fémeas do grupo controle mantiveram
regularidade do ciclo estral, alternando entre as fases de diestro ou metaestro (D/M) e estro
ou proestro (E/P) (Figura 2A), com duracdo média de 5,4 dias para cada ciclo (Figura 2D-
F). Fémeas idosas ndo apresentaram ciclo estral regular, mantendo maior frequéncia na fase
de D/M (Figura 2B) e menor nimero de ciclos completos (4,6 dias) durante o periodo de
avaliacdo (Figura 2D-F), comparado ao grupo controle. Com relagdo as fémeas submetidas
a ovariectomia, apenas leucdécitos foram identificados no lavado vaginal durante o periodo

de avaliagéo (Figura 2C-F).
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Figura 2. Avaliacdo do ciclo estral. (A) Representacdo gréfica da avaliacdo diaria do ciclo
estral de fémeas adultas (inicio da avaliacdo com 12 semanas de vida, n=4), (B) Fémeas
idosas (inicio da avaliagcdo com 75 semanas de vida, n=4) e (C) Fémeas adultas que foram
submetidas a ovariectomia (inicio da avaliagdo com 12 semanas de vida, n=4). D/M
representam as fases de diestro/metaestro e E/P as fases de estro/proestro. (D) Graficos de
barras demonstrando o percentual de variabilidade das células diestro e metaestro (D/M) e
estro e proestro (E/P). (E) Grafico de barras comparando o numero de ciclos completos
durante o periodo de avaliacdo (27 dias). (F) Grafico de barras representando a duracéo de
um ciclo estral completo em dias. Média + EP, *P< 0,05.
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Todos os grupos foram acompanhados semanalmente para avaliacdo do peso
corporal. Dessa forma, observamos na Figura 3A, que fémeas controle tiveram menor peso
corporal em relacéo as fémeas idosas e OV X, e ainda, observamos que fémeas idosas tiveram
aumento significativo do peso corporal, comparado ao grupo de fémeas OVX. Com relagéo
ao peso uterino (Figura 3B), fémeas idosas apresentaram maior peso uterino em relacao a
fémeas controle e OVX. Além disso, fémeas OVX também apresentaram menor peso
uterino, comparado ao grupo controle. A figura 3C, esta representando a quantificacdo de
neurbnios que expressam o LepR no ARH, evidenciados pela marcacdo da proteina
fluorescente vermelha tdTomato, sendo que, ndo houveram variagdes significativas entre

animais dos grupos controle, idosas e OVX.
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Figura 3. Caracterizacdo dos modelos experimentais. (A-B) Grafico de barras
representando o peso corporal (A) e o peso uterino (B) de animais controle, idosas ou
submetidos a ovariectomia (OVX). (C) Gréfico de barras demonstrando o numero de
neurdnios que expressam o LepR no ARH de animais controle, idosas ou OVX. N= 10/18
por grupo. Média + EP; *P< 0,05.

4.1 Quantificacao de neurénios que expressam o hormoénio estimulador de alfa-melandcitos

e coexpressam o LepR no ARH

Na analise das imagens obtidas de cortes encefalicos submetidos a
imunoistoquimica, com 0 uso de anticorpo que reconhece a—MSH, visualizamos poucos
corpos de neurénios além de fibras imunorreativas no ARH de fémeas dos grupos controle,
idosas e OVX (Figura 4).
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o-MSH -

Figura 4. Avaliagdo de neurdnios que expressam o horménio estimulante de alfa-melandcitos (a—MSH) e coexpressam o receptor de leptina
(LepR) e no nucleo arqueado do hipotdlamo (ARH). (A-F) Fotomicrografias em fluorescéncia demonstrando a imunorreatividade ao a—MSH
(verde) e a proteina fluorescente vermelha tdTomato (vermelho) que identifica células que expressam o receptor de leptina (LepR). As
fotomicrografias representam o nivel rostral (A, C, E) e nivel caudal do ARH (B, D, F) em animais controle (fémeas adultas jovens, A-B), em
idosas (C-D) ou animais submetidos a remocao dos ovarios (OVX) (E-F). Abreviaturas: 3V, terceiro ventriculo. Barra de escala: 50 pm.
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Na quantificagdo do numero de neurdnios imunorreativos ao anticorpo contra
o—MSH, ndo observamos diferencas significativas entre os grupos experimentais (Figura
5A). Porém, na andlise da densidade Optica integrada, observamos que o grupo OVX

apresentou aumento significativo no ARH caudal, em relacdo ao grupo idosa (Figura 5B).
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Figura 5. Quantificacdo de neurdnios que expressam horménio estimulante de alfa-

melandcitos (a—MSH) e coexpressam o receptor de leptina (LepR) no nucleo arqueado
do hipotalamo (ARH). (A) Gréafico de barras representando o nimero de neurdnios que
expressam o—MSH no ARH de fémeas adultas (controle, n=7), idosas (n=7) e submetidas a
ovariectomia (OVX, n=7). (B) Gréafico de barras representando densidade média obtida pela
analise da imunofluoréscencia ao anticorpo que reconhece 0 a—MSH. (C) Gréfico de barras
representando o percentual de neurdnios que coexpressam a—MSH e 0 LepR no ARH. Dois
niveis do ARH ndcleo foram selecionados para as analises, rostral e caudal. Média + EP,
*P<0,05.

4.2 Quantificacdo de neurdnios que expressam Sendorfina e coexpressam o LepR no ARH
Nas imagens obtidas de cortes encefalicos submetidos a imunoistoquimica com o
uso de anticorpo que reconhece Bendorfina, observamos a presenca de fibras e corpos de
neurdnios imunorreativos a Bendorfina no ARH de fémeas controle (n= 6), idosas (n=6) e
fémeas OVX (n= 6) (figura 6). Na analise no nimero de neurdnios imunorreativos a
Bendorfina, ndo encontramos diferencas significativas entre fémeas controle, idosas e OVX
(Figura 7A). Além disso, também ndo foram observadas diferencas significativas na
densidade média obtida pela analise da imunofluorescéncia ao anticorpo que reconhece

Bendorfina, entre os grupos experimentais (Figura 7B).
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Figura 6. Avaliagdo de neurdnios que expressam Bendorfina e coexpressam o receptor de leptina (LepR) e no nucleo arqueado do
hipotalamo (ARH). (A-F) Fotomicrografias em fluorescéncia demonstrando a imunorreatividade a Bendorfina (verde) e a proteina fluorescente
vermelha tdTomato (vermelho) que identifica células que expressam o receptor de leptina (LepR). As fotomicrografias representam o nivel rostral
do ARH (A, C, E) e nivel caudal do ARH (B, D, F) em animais controle (fémeas adultas jovens, A-B), idosas (C-D) ou animais submetidos a
remocao dos ovarios (OVX) (E-F). Abreviaturas: 3V, terceiro ventriculo. Barra de escala: 50 um.
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Na andlise da coexpressdo entre células imunorreativas a Bendorfina e o LepR,
observamos que fémeas controle e fémeas idosas apresentaram maior percentual de
neurdnios que coexpressam o LepR no ARH rostral, em comparacdo aos animais do grupo

OVX (Figura 7C). Nao observamos diferencas significativas no ARH caudal.
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Figura 7. Quantificacdo de neurdnios que expressam Bendorfina e coexpressam o receptor
de leptina (LepR) no nudcleo arqueado do hipotalamo (ARH). (A) Gréfico de barras
representando o numero de neurdnios que expressam Bendorfina no ARH de fémeas adultas
(controle, n=6), idosas (n=6) e submetidas a ovariectomia (OVX, n=6). (B) Grafico de barras
representando densidade média obtida pela analise da imunofluoréscencia ao anticorpo que
reconhece a Bendorfina. (C) Grafico de barras representando o percentual de neurdnios que
coexpressam kisspeptinas e o LepR no ARH. Dois niveis do nicleo ARH foram selecionados
para as analises, rostral e caudal. Média + EP, *P<0,05.

4.3 Quantificacdo de neurdnios que expressam kisspeptinas e coexpressam o LepR no ARH

Na analise das imagens obtidas de cortes encefalicos submetidos a imunoistoquimica
com o0 uso de anticorpo que reconhece as Kisspeptinas, observamos poucos corpos de
neurdnios e muitas fibras imunorreativas no ARH de fémeas do grupo controle (n=6) e do

grupo idosas (n=6) (Figura 8).
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Figura 8. Avaliacdo de neurdnios que expressam Kisspeptinas e coexpressam o receptor de leptina (LepR) e no nucleo arqueado do
hipotalamo (ARH). (A-F) Fotomicrografias em fluorescéncia demonstrando a imunorreatividade a kisspeptinas (verde) ou a proteina fluorescente
vermelha tdTomato (vermelho) que identifica células que expressam o receptor de leptina (LepR). As fotomicrografias representam o nivel rostral
(A, C, E) e nivel caudal do ARH (B, D, F) em animais controle (fémeas adultas jovens, A-B), idosas (C-D) ou animais submetidos a remocao dos
ovarios (OVX) (E-F). Abreviaturas: 3V, terceiro ventriculo. Barra de escala: 50 um.
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Na quantificacdo do nUmero de neurdnios imunorreativos ao anticorpo que
reconhece as kisspeptinas, fémeas OVX tiveram aumento do ndmero de neurdnios
imunorreativos ao anticorpo que reconhece as kisspeptinas tanto no ARH rostral e caudal,
em relacdo aos grupos controle e idosas (Figura 9A). Na andlise da densidade Optica
integrada observamos que ndo houveram diferengas significativas entre 0s grupos
experimentais (Figura 9B). Em relacdo ao percentual de neurbnios que coexpressam
Kisspeptinas e o LepR ndo observamos diferencas quando comparamos o grupo controle ao
grupo idosas, porém notamos que fémeas OVX demonstraram aumento expressivo da
coexpressdo, em relacdo ao grupo controle e idosas, em ambas as areas deste nucleo (Figura
9C).
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Figura 9. Quantificacdo de neurdnios que expressam Kkisspeptinas e coexpressam 0
receptor de leptina (LepR) no nucleo arqueado do hipotalamo (ARH). (A) Gréafico de barras
representando o nimero de neur6nios que expressam as Kisspeptinas no ARH de fémeas adultas
(controle, n=6), fémeas idosas (n=6) e fémeas submetidas a ovariectomia (OVX, n=9). (B)
Grafico de barras representando densidade média obtida pela analise da imunofluorescéncia ao
anticorpo que reconhece as kisspeptinas. (C) Gréafico de barras representando o percentual de
neurbnios que coexpressam kisspeptinas e o LepR no ARH. Dois niveis do nacleo ARH foram
selecionados para as andlises, rostral e caudal. Média + EP, *P<0,05.
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4.4 Quantificacdo de neurdnios que expressam o gene Kissl no ARH

Sabendo que o anticorpo que reconhece as kisspeptinas ndo marca 0s corpos de
neurdnios, mas sim suas fibras nervosas no ARH de camundongos (CLARKSON;
HERBISON 2006), realizamos a montagem de cortes encefalicos dos animais que
expressam a proteina fluorescente hrGFP, sob o controle transcricional do gene Kissl
(CRAVO et al.,, 2013). Dessa forma, conseguimos observar a presenca de corpos de
neurbnios marcados pela proteina hrGFP no ARH de fémeas do grupo controle (n=3),
fémeas idosas (n=3) e OVX (n=4, Figura 10).
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Figura 10. Avaliacdo do namero de neur6nios que expressam a proteina fluorescente verde renilla humana (hrGFP) sob o controle
transcricional do gene Kissl no nucleo arqueado do hipotalamo (ARH). (A-F) Fotomicrografias em fluorescéncia demonstrando a proteina
fluorescente enddgena hrGFP (verde) que identifica células que expressam o gene Kiss1. As fotomicrografias representam o nivel rostral (A, C, E)
e nivel caudal do ARH (B, D, F) em animais controle (fémeas adultas jovens, A-B), idosas (C-D) ou animais submetidos a remog¢&o dos ovarios

(OVX) (E-F). Abreviaturas: 3V, terceiro ventriculo. Barra de escala: 50 pm.
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Na quantificacdo do numero de neur6nios que expressam o gene Kiss1, observamos
que no ARH rostral a quantificacdo obtida de fémeas idosas ndo demonstrou diferengas
significativas em relacdo ao grupo controle. Entretanto, em fémeas OVX observamos
aumento significativo do nimero de neurdnios que expressam o gene Kissl, em comparacdo
ao grupo idosas (Figura 11A). Na anélise do ARH caudal, ndo observamos diferencas
significativas entre os grupos experimentais. O N reduzido de animais pode ter contribuido

para as diferencas estatisticas obtidas nesta anélise.
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Figura 11. Quantificacdo de neurdnios que expressam a proteina enddgena verde
fluorescente renilla humana (hrGFP) no nucleo arqueado do hipotdlamo (ARH). (A)
Gréfico de barras representando o nimero de neurdnios que expressam o gene Kiss1 no ARH
de fémeas controle (n=3), fémeas idosas (n=3) e fémeas submetidas a ovariectomia (OVX,
n=4). Média + EP. *P<0,05.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, observamos que os modelos experimentais que representam a
senescéncia e ovariectomia demonstraram diferengas importantes entre si. Fémeas idosas
apresentaram ciclo estral irregular e aumento significativo de peso uterino em comparagdo
a fémeas controle (adultas jovens). O ndmero de neurénios a-MSH, B-endorfina e
kisspeptinas e o percentual de coexpressao com o LepR no ARH de fémeas idosas foi similar
em comparacdo ao grupo controle. Por outro lado, fémeas OVX nédo apresentaram ciclo
estral e tiveram diminuicdo significativa do peso uterino, de acordo com a literatura
(FRAZAO et al., 2013). Fémeas OVX apresentaram aumento do nimero de neurdnios que
expressam as kisspeptinas, além do gene Kiss1, em relacdo aos demais grupos experimentais.
Além disso, fémeas OVX apresentaram diminuicdo do percentual de neurbnios que
coexpressam B-endorfina e LepR no ARH rostral, e aumento expressivo do percentual de
neurdnios que coexpressam kisspeptinas e LepR nos niveis rostrais e caudais do ARH
(CRAVO et al., 2013). Esses achados séo interessantes pois evidenciam que senescéncia e
ovariectomia representam modelos fisioldgicos que culminam em alterac6es hipotalamicas
distintas entre si.

Os roedores possuem varias caracteristicas e alteracdes enddcrinas semelhantes as do
ser humano, tais como declinio nos foliculos ovarianos, ciclagem irregular e flutuacdes de
hormonios esteroides (FINCH et al., 1984; MOBBS, GEE, FINCH, 1984; BELLINO, 2000;
VAN KEMPEN, MILNER, WATERS, 2011). Ha estudos relatando que em ratas o ciclo
estral torna-se irregular entre 10 e 12 meses de idade, sendo que a incidéncia de ciclos
anormais aumenta com a idade (LU et al., 1979). Muitos trabalhos utilizam a cirurgia de
ovariectomia como um modelo para reproduzir a menopausa de humanos em roedores e
investigar seus efeitos. Entretanto, ha trabalhos que questionam esse modelo, apontando
diferencas importantes entre a menopausa e a ovariectomia, como o fato de roedores
possuirem ciclo estral e ndo ciclo menstrual; mulheres na menopausa ainda produzirem
fatores esteroides; e pelas adaptacbes que ocorrem nas vias metabolicas durante a
senescéncia reprodutiva natural, que ndo ocorrem em animais OVX (YAO et al., 2009, YAO
etal., 2010; DIAZ BRINTON, 2012; KOEBELE, BIMONTE-NELSON, 2016).

De forma geral, nossos animais possuiam idade bastante avancada, e, ainda assim,
eventualmente, apresentavam um ciclo estral completo. Dessa forma, ndo podemos
determinar se ha de fato faléncia ovariana no modelo estudado, ou se a faléncia aconteceria

em idade ainda mais avancada. Ainda assim, nosso estudo ndo foi delineado para
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determinarmos em qual faixa etaria camundongos (C57BL/6) iniciam a irregularidade do
ciclo estral, e nossos achados apontam diferencas entre fémeas que sofreram senescéncia
reprodutiva natural e fémeas OVX. Alguns estudos que apontam que uma parcela dos
roedores envelhecidos transita entre proestro e estro constantes, pois mantém os niveis de
17B-estradiol plasmético estaveis e queda dos niveis de progesterona (FINCH et al., 1984;
DIAZ BRINTON, 2012). Sendo assim, o fator idade e, consequentemente, a variagdo dos
horménios sexuais, podem ter causado as alteracdes quanto a duracao e ao numero de ciclos
estrais em fémeas idosas, porém somente uma dosagem de estrogenos permitiria uma
concluséo assertiva.

Com relagéo ao peso uterino, nossos dados estdo de acordo com os encontrados na
literatura, pois observamos que fémeas OV X apresentaram menor peso uterino em relacao
aos demais grupos experimentais (FRAZAO et al., 2013). Sabe-se, ainda, que o
desenvolvimento do endométrio uterino € regulado pelos niveis de estrogenos,
especialmente o estradiol, pois fémeas OV X que recebem reposi¢éo de estradiol apresentam
aumento do tamanho do Utero (BOSCH et al., 2009; FRAZAO et al., 2013). Entretanto,
observamos aumento significativo do peso uterino em idosas, comparado com fémeas
controle e OVX. Na literatura h4 dados apontando que ratas com 18 e 24 meses de vida
apresentam aumento do peso uterino devido ao aumento da espessura do miométrio e
aumento do liquido luminal (LOEB, SUNTZEFF, BURNS., 1938; SUNTZEFF;
BABCOCK; LOEB, 1940; WOLFE et al., 1942; HSUEH, ERICKSON, LU, 1979). Além
disso, foi demonstrado que os niveis de progesterona produzidos em ratas idosas sdo
menores do que os niveis de ratas jovens (MILLER; RIEGLE, 1980). Sabe-se, ainda, que a
progesterona atua no tecido uterino de forma antagonica a proliferacéo celular causada pelos
estrégenos (WHITE et al., 1982; DAl etal., 2002). Muito embora nosso estudo néo tenha sido
delineado para realizacdo da dosagem hormonal, efeito semelhante ao observado em ratos
anteriormente foram vistos aqui. Além disso, nossos achados indicam que fémeas idosas
possam ter tido diminui¢do nos niveis de progesterona, porém essa questdo ainda deve ser
esclarecida.

Estudos apontam que a auséncia de horménios sexuais circulantes causada pela
remocao dos ovarios induz alteragbes no padrdo de expressao génica no hipotalamo, sendo
os efeitos podem ser observados a partir da quarta semana apo6s a cirurgia (AINSLIE et al.,
2001; JACKSON etal., 2011; DA SILVA et al., 2014). Dentre os genes alterados observou-
se aumento dos genes que codificam o LepR, POMC, kisspeptinas, entre outros, sendo esse

efeito hipotalamico acompanhado por aumento do ganho de peso, bem como aumento da
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leptina sérica circulante (BENNETT et al., 1998; DA SILVA et al., 2014; SMITH et al.
2005). No presente estudo ndo observamos efeito decorrente da cirurgia no nimero de
neurdnios que expressam apenas o LepR no ARH. Além disso, ndo observamos diferencas
quanto ao nimero de neurdnios que expressam os neuropeptidios a-MSH e B-endorfina
(derivados de POMC) em fémeas OV X, comparado com o grupo controle. Entretanto, deve-
se questionar sobre o tempo necessario para detectar mudancas significativas na expressdo
de neurbnios por meio da imunoistoquimica, ja que realizamos o sacrificio 30 dias apds a
cirurgia. Além disso, a molécula POMC possui outros derivados além de a-MSH e [-
endorfina, tais como B-lipotropina e horménio adrenocorticotropico (ACTH). Sendo assim,
os efeitos encontrados podem estar refletindo mudanca em outros derivados que ndo
investigamos. Contudo, € importante ressaltar que os estudos previamente citados utilizaram
técnica que avalia a expressdo génica, ou seja, a quantificacdo de RNAm que codifica um
determinado gene. Em nosso estudo utilizamos a técnica de imunoistoquimica fluorescente,
que possibilita a deteccdo e localizacdo da proteina de interesse in situ. N&o ha trabalhos na
literatura avaliando a expressao de LepR, a-MSH e B-endorfina em animais com idade téo
avancada como apresentado aqui.

A diminuicdo de esteroides sexuais causada pela remocdo dos ovarios induziu
alteracOes que ndo necessariamente foram vistas na quantificagdo dos neurdnios em fémeas
idosas. Por exemplo, fémeas OV X apresentaram diminuicéo do percentual de neurdnios que
coexpressavam B-endorfina e LepR na porcéo rostral do ARH.De acordo com a literatura,
fémeas OVX também apresentaram aumento do namero de neurbnios que expressam as
kisspeptinas e o gene Kiss1, bem como aumento do percentual de colocalizagédo com o LepR
em comparagdo ao grupo controle (SMITH et al., 2005; SMITH et al., 2006; CRAVO et al.,
2013; FRAZAO et al., 2013). Nossos resultados estdo de acordo com a literatura e reforcam
que os estrogenos desempenham retroalimentacdo negativa no que se refere a expressao do
gene Kissl no ARH.

Navarro et al. (2004), avaliou a expresséo de Kissl e do gene que codifica o receptor
de kisspeptinas (Kissl1r) no hipotalamo de ratas com diversas idades. Observou-se que ratas
envelhecidas (18 meses), apresentam expressdo hipotalamica de Kissl e Kisslr semelhante
a ratas adultas jovens e em fase neonatal, porém menor que fémeas no periodo da puberdade.
Em nosso estudo as fémeas idosas ndo demonstraram mudancas significativas quanto a
expressdo de kisspeptinas, muito embora ndo tenhamos avaliado o AVPV, ndo notamos

diferenga na imunoistoquimica que reflete expressdo proteica. Em relagdo a expressdo
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génica, com a andlise do tecido obtido dos animais Kiss1lhrGFP, devemos notar que o N
amostral foi insuficiente, e embora ndo haja alteracdo no nivel rostral, o nivel caudal parece
acompanhar o achado como em animais OV X.

Observamos ainda, resultados diferentes para 0 ARH caudal e ARH rostral, em
algumas andlises dos neuropeptidios. De acordo com a literatura, existe uma certa
heterogeneidade na distribuicdo de neur6nios presentes nesse nucleo (SAPER et al., 2014;
ELIAS et al 1998). Por exemplo, os neurotransmissores glutamato e GABA que
coexpressam 0s neurdnios POMC e AGRP, sdo encontrados em regides diferentes, sendo o
glutamato expresso em porgdes mais rostrais e 0 GABA, em mais porgdes caudais do ARH
(VAN DEN POL et al.,, 2019). Essas diferencas regionais nas populagdes neuronais
distribuidas no ARH, se referem ainda aos locais de projecdo destas células (BETLEY etal.,
2013), com ARH rostral projetando-se para areas do prosencéfalo e ARH caudal projetando-
se para locais rombencéfalos (ELIAS et al 1998). Além disso, essas proje¢des neuronais do
ARH parecem ndo apenas transmitir informagdes sobre uma mudanca no estado endocrino,
mas também parece alterar a funcdo comportamental nessas regides de maneira adaptativa
(CHRONWALL, 1985).

6 CONCLUSAO

Concluimos que a ovariectomia induziu modificagdes significativas tanto em
aspectos fisioldgicos (ciclo estral, peso corporal e tamanho uterino), quanto em aspectos
morfologicos (avaliacdo de neuropeptidios envolvidos na reproducdo e no metabolismo
energético), nos animais experimentais. Porém, essas mesmas modificacdes, ndo foram
encontradas em animais que sofreram senescéncia reprodutiva de forma natural. Isso
significa que ha diferencas importantes entre esses dois modelos, nos fazendo questionar se
a ovariectomia € um modelo experimental viavel para representar a menopausa das mulheres

nas pesquisas basicas.
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