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RESUMO

Sabe-se que o estado nutricional afeta a reproducdo, pois uma quantidade adequada
de energia é necessaria para o inicio da puberdade e a fertilidade. A regulacdo da ingestao
alimentar € modulada pela leptina, que age no ndcleo arqueado do hipotalamo (ARH),
inibindo a sintese de neurotransmissores orexigenos neuropeptidio Y (NPY) e o peptideo
relacionado com Agouti (AgRP) e estimulando os anorexigenos pré-opiomelanocortina
(POMC). No ARH, encontram-se também a populagdo de neurdnios kisspeptinérgicos,
considerados 0s neuromoduladores mais importantes dos neurdnios que sintetizam o
hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH). Estudos eletrofisiol6gicos evidenciaram que
as kisspeptinas sdo capazes de excitar diretamente os neurénios POMC e, inibir os neur6nios
AgRP. No entanto, 0s mecanismos neurais pelos quais a homeostase energética afeta a
reproducdo ndo sdo completamente elucidados. O objetivo do trabalho foi verificar se o
jejum de 24 horas afeta as funcbes reprodutivas mediante a modulacdo da atividade de
neurdnios kisspeptinérgicos hipotalamicos. Utilizamos estratégias neuroanatémicas e
eletrofisioldgicas para determinar os efeitos do jejum ou da restrigdo caldrica, em inglés food
restriction (FR), sobre o ciclo estral e fertilidade. Fémeas adultas foram individualizadas e
mantidas em dieta ad libitum (controle), submetidas ao jejum por 24 horas, ou submetidas a
FR de 60%. Um subgrupo dos animais foi alimentado ad libitum apds os testes (jejum ou
FR). As fémeas do grupo jejum e FR apresentaram mudangas significativas no peso corporal
e ciclo estral, mas sem alteracOes na reproducdo. O jejum induziu aumento da expressao da
c-Fos no ARH, mas sem colocalizacdo com neurénios kisspeptinérgicos. No ARH, o jejum
induziu a reducédo de genes como Kissl, Cartp, Th e Pomc e 0 aumento da expressdo dos
genes Agrp e Npy. Além disso, o jejum suprimiu o pico de secre¢do do horménio luteinizante
(LH) esperado na tarde de proestro e, induziu o aumento significativo do horménio foliculo
estimulante (FSH), sem correlacdo direta com modificacdes esperadas no ciclo estral. Para
determinarmos se as alteragdes observadas eram acompanhadas por modulacao da atividade
de neurdnios kisspeptinérgicos realizamos experimentos eletrofisioldgicos. Ndo foram
observadas alteragdes significativas na atividade de neurdnios kisspeptinérgicos do ndcleo
anteroventral periventricular e periventricular anterior (AVPV/PeN). No entanto, ao
registrarmos as correntes pos-sinapticas inibitorias (sIPSC) em células kisspeptinérgicas do
ARH de fémeas, verificamos que o jejum diminuiu a frequéncia e amplitude das sIPSC,
sugerindo que o jejum é suficiente para modular a transmissdo GABAérgica que atua sobre
neurdnios kisspeptinérgicos do ARH de fémeas. Demonstramos ainda que a administracdo



de neuropeptidio Y (NPY, 100nM) em fémeas mantidas com racdo ad libitum induz a
hiperpolarizacdo do potencial de membrana apenas de neurdnios kisspeptinérgicos do ARH,
sendo esse efeito bloqueado por antagonistas de receptores GABAérgicos, glutamatérgicos
e tetrodotoxina. Nossos achados sugerem que neurdnios kisspeptinérgicos do ARH
compdem a via neural através da qual alteracGes de gasto energético sdo transmitidas ao eixo

hipotalamo-hipd6fise-gbnadas.

Palavras-chave: Eletrofisiologia. Hipotalamo. Kisspeptina. Gasto energético. Reproducao



ABSTRACT

It is well known that nutritional status affects the reproduction, since an adequate amount of
energy is necessary for puberty onset and fertility. The regulation of food intake and energy
balance are modulated by leptin, which acts primarily on the arcuate nucleus (ARH),
inhibiting the synthesis and secretion of orexigen neurotransmitters neuropeptide Y (NPY)
and the Agouti-related peptide (AgRP) and stimulating the proopiomelanocortin (POMC).
In ARH, there is also the population of kisspeptin neurons, which are considered the most
important neuromodulator of gonadotrophin releasing hormone neurons (GnRH).
Electrophysiological studies have shown that kisspeptins are able to directly excite POMC
neurons and to indirect inhibit AGRP neurons. However, the neural mechanisms which
control of food intake and reproduction have not yet been elucidated. In the present study
we used neuroanatomic strategies, electrophysiological and genetically modified animals to
determine the effects of fasting or food restriction (FR) on the estrous cycle and fertility.
Adult females were individualized and maintained on an ad libitum diet (control) or fasted
for 24 hours, or individualized and maintained on ad libitum chow or submitted to 60% FR
A subgroup of animals was fed ad libitum after testing (fasting or FR). Females in the fasting
and FR groups showed significant changes in body weight and estrous cycle, but without
changes in reproduction. Fasting induced an increase in c-Fos expression in ARH, but
without colocalization with kisspeptinergic neurons. In ARH, fasting induced the reduction
of genes such as Kissl1, Cartp, Th and Pomc and increased the expression of Agrp and Npy
genes. In addition, fasting suppressed the peak of luteinizing hormone (LH) secretion
expected in the afternoon of proestrus and induced a significant increase in follicle
stimulating hormone (FSH), without direct correlation with expected changes in the
evaluation of the estrous cycle. To determine whether the observed changes would be
sufficient to modulate the activity of Kkisspeptinergic neurons, we performed
electrophysiological experiments. In general, no significant changes were observed in the
activity of Kkisspeptinergic neurons in the anteroventral periventricular and anterior
periventricular nucleus (AVPV/PeN). However, when we recorded inhibitory postsynaptic
currents (sIPSC) in female ARH kisspeptinergic cells, we found that fasting decreased the
frequency and amplitude, suggesting that fasting is sufficient to modulate the GABAergic
transmission that acts on ARH kisspeptinergic neurons of females. In addition, we also
demonstrated that the administration of neuropeptide Y (NPY, 100nM) induces membrane

potential hyperpolarization only of ARH kisspeptinergic neurons, this effect being blocked



by GABAergic, glutamatergic receptor antagonists. Our findings suggest that ARH
Kisspeptinergic neurons compose the neural pathway through which changes in energy

expenditure are transmitted to the hypothalamic-pituitary-gonadal axis.

Keywords: Electrophysiology. Hypothalamus. Kisspeptin. Energy expenditure.
Reproduction
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1. INTRODUCAO

1.1. Importéancia das kisspeptinas no eixo reprodutivo

O eixo hipotalamo-hipé6fise-gonadal (HPG) é essencial na regulacdo da reproducao
e fertilidade. Os neurénios que sintetizam o hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
localizados na area pré-éptica medial modulam a regulacéo central da fertilidade. O GnRH
estimula a sintese e liberacdo de gonadotrofinas hipofisarias: o horménio luteinizante (LH)
e hormdnio foliculo-estimulante (FSH) que por sua vez estimulam a gametogénese e sintese
de esteroides pelas gdnadas (Haisenleder et al. 2008). E importante destacar que os neurdnios
GnRH expressam o receptor ao qual as kisspeptinas se ligam, o Kisslr (Messager et al.
2005). As kisspeptinas, produto do gene Kissl, sdo consideradas os neuromoduladores mais
importantes dos neurdnios GnRH, e coexpressam o receptor de estrogeno o (ERa) (Han et
al. 2005, Smith et al. 2005, Lee et al. 1996, Lehman et al. 2018). Humanos e camundongos
com mutagdes no gene que codifica o receptor ao qual as kisspeptinas se ligam, bem como,
no gene Kissl, apresentam hipogonadismo hipogonadotroéfico sendo inférteis, demonstrando
que a interacdo entre as kisspeptinas e os neurénios GnRH desempenha um papel essencial
na reproducdo (de Roux et al. 2003, Seminara et al. 2003, Funes et al. 2003). A primeira
identificagdo do gene Kissl foi como um gene supressor de metastase em células de
melanoma maligno em humanos em 1996 (Lee et al. 1996, Ohtaki et al. 2001, Stafford et al.
2002). Posteriormente, em 2001, foi descrito o peptideo de traducdo do gene Kissl com 54
aminoacidos na placenta humana como um ligante endégeno do receptor GPR54, um
receptor acoplado a proteina G, atualmente denominado como Kisslr (Han, Gottsch et al.
2005, Lehman et al. 2018). A proteina kisspeptina € uma proteina hidrofilica que sofre uma
clivagem proteolitica com uma transferéncia de um grupo NH2 (amino) para a sua porc¢ao
carboxi-terminal. Também foram descritos outros fragmentos menores da proteina, como a
Kisspetina-10 e kisspeptina-13 (Kotani et al. 2001, Lee et al. 1996, Stafford et al. 2002,
Ohtaki et al. 2001).

Neurbnios kisspeptinérgicos estdo localizados ou distribuidos nos nucleos
periventricular anteroventral e porcao rostral do periventricular anterior (AVPV/PeN), além
do nucleo arqueado do hipotalamo (ARH), dentre outras areas encefélicas (Popa SM et al.
2005, Lehman, Hileman and Goodman 2013). No AVPV/PeN, o0s neurdnios
Kisspeptinérgicos sdo considerados essenciais na indugdo do pico de LH fazendo parte dos
mecanismos de retroalimentacgdo positiva no eixo reprodutivo e modulando o ciclo estral e a

ovulacdo de roedores (Gu, Varogueaux e Simerly, 1999, Lehman et al. 2018). Neurdnios
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Kisspeptinérgicos do AVPV/PeN coexpressam o receptor de estrégeno o (ERa) e possuem
conexdes com o nucleo supraquiasmatico (NSQ), o centro de regulacdo dos ritmos
circadianos. Estudos apontam que estimulos circadianos também podem modular o ciclo
ovulatério (Gu, Varoqueaux e Simerly, 1999, Stephens et al. 2015). O NSQ sintetiza 0s
neurotransmissores classicos: a vasopressina (Jin et al. 1999) e o peptideo intestinal
vasoativo (VIP) (Moore and Speh 1993, Moore et al. 2002). No periodo diurno ou noturno,
a vasopressina aumenta os disparos de acdo dos neurdnios Kisspeptinérgicos no AVPV/PeN,
servindo como sinal de integracéo circadiano para o pico de LH (Piet et al. 2015). O VIP é
capaz de modular a secre¢do de GnRH dependendo dos niveis de estradiol no sangue,
envelhecimento ou hora do dia (Christian and Moenter 2008, Piet et al. 2016, Samson et al.
1981). O nosso laboratério demonstrou que que o VIP atua diretamente em neurdnios
Kisspeptinérgicos, sendo que cerca de 30% dos neurénios AVPV/PeN e 90% nos neurbnios
kisspeptinérgicos do ARH despolarizam mediante a administracdo de VIP ao banho
(Mansano et al. 2022).

Adicionalmente, os nucleos AVPV/PeN recebem projecdes do nucleo pré-mamilar
ventral (PMv) que esté localizado dorso-lateralmente ao ARH, 0s neur6nios dessa regido
também expressam o receptor de ERa ¢ de receptor de leptina (LepR), portanto, sofrem
influencias de horménios circulantes (Simerly, 1990, Elias et. Al, 2000, Elias et. al, 2001,
Cara et al., 2020). Em ratos, lesdes no PMv causaram alteragdes semelhantes ao efeito da
diminuicdo da concentracdo de leptina via privacdo de alimento, o que acarreta em reducéo
dos niveis de estradiol e LH (Gruaz et al. 1998, Terry et al. 2005). Donato e colaboradores
(2011) demonstraram que animais que ndo expressam o LepR, sofrem atraso no inicio da
puberdade e sdo inférteis. No entanto, a re-expressdo especifica de LepR no PMv de fémeas
restabelece o inicio da puberdade e fertilidade desses animais. Demonstrando a importancia
da sinalizagéo da leptina no PMv para a fertilidade. Os neurénios do PMv realizam sinapses
e modulam neurénios kisspeptinérgicos do AVPV e ARH, que por sua atuam na liberacdo
de GnRH regulando a reproducéo em camundongos fémeas (Ross et al. 2018).

Os neurdnios kisspeptinérgicos localizados no ARH co-expressam de forma robusta
mais dois neuropeptidios além das kisspeptinas: a Neurocinina B (NKB) e Dinorfina (Dyn)
A, por isso sdo denominados como neurénios KNDy (Goodman et al. 2007, Navarro et al.
2009, Lehman et al. 2010, Wakabayashi et al. 2010). Vale frisar que em humanos, nédo foi
demonstrada a co-expressdo da Dyn em neur6nios Kisspeptinérgicos (Hrabovszky et al.
2012, Skrapits et al. 2015, GoOcz et al. 2022). Sabe-se que fibras dos neurdnios
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Kisspeptinérgicos se projetam para a area pré-optica e eminéncia mediana, estando em
aposicdo direta com os corpos celulares e principalmente com os terminais dos neurdnios
GnRH, respectivamente (Canteras et al. 1994, Simonian, Spratt e Herbison 1999, Yip et al.
2015). Nos terminais dos neurdnios GnRH a kisspeptina é capaz de estimular a atividade
desses neurbnios (d'’Anglemont et al. 2008; Glanowska e Moenter 2015). Estudos
eletrofisiol6gicos apontam que essencialmente todos o0s neurdnios os KNDy em
camundongos sdo excitados ou inibidos por NKB e Dyn A, respectivamente (de Croft et al.
2013, Ruka et al. 2013) e experimentos optogenéticos mostram que os neurénios KNDy
comunicam-se entre si para modular o GnRH (Qiu et al. 2016). As evidéncias apontam que
0s neurdnios Kisspeptinérgicos tanto do AVPV/PeN quanto do ARH podem influenciar
diretamente as atividades dos neurbnios GnRH  Estudos apontam a importancia dos
neurdnios KNDy no controle da secrecdo pulsatil de LH em diversas espécies de mamiferos
(Navarro et al. 2009, Jayasena et al. 2014, Han et al. 2015, Goodman et al. 2022), bem como
na regulacgdo de neurotransmissores ndo diretamente relacionados aos neurdonios GnRH, tais
como a dopamina e neuropeptidios do ntcleo ARH (Backholer et al. 2010; Fu and van den
Pol 2010; Szawka et al.,2010). Contudo, vale frisar que as funcdes fisioldgicas dos neurénios

KNDy néo estdo completamente elucidadas.

1.2. Eixo reprodutivo e balango energético

O estado nutricional afeta diretamente a reproducéo, pois uma quantidade adequada
de reserva energética é necessaria para maturacdo sexual adequada, manutencdo da
ciclicidade estral e fertilidade (Roa and Tena-Sempere 2014b, Sanchez-Garrido and Tena-
Sempere 2013). Entretanto, como as vias neurais que regulam o balangco energético
informam o eixo HPG sobre o estado nutricional ainda ndo estd completamente esclarecido.

A regulagdo da ingestéo de alimentos e o balango energético sdo modulados devido
a acdo do hormdnio denominado leptina em populacGes hipotalamicas especificas (Bohlen
et al. 2016, Ahima et al. 1996, Cheung et al. 1997, Tena-Sempere 2007). Em situacdes
normais o aumento dos niveis circulantes de leptina, leva a um sinal de feedback negativo
no sistema nervoso central (SNC), resultando em diminuicao da ingestdo de alimentos e peso
corporal e, aumento do gasto energético (Campfield et al. 1995, Pelleymounter et al. 1995).
A leptina circulante também parece exercer uma funcao elementar no eixo neuroendécrino
(Ahima et al. 1996, Barash et al. 1996, Chehab, Lim and Lu 1996). Em um estudo em que

camundongos fémeas pré-puaberes foram tratadas com leptina recombinante, observou-se
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que o inicio da puberdade aconteceu precocemente (Ahima et al. 1997). Por outro lado,
camundongos que ndo secretam a leptina sdo obesos e além de outros problemas
metabdlicos, inférteis (Wu et al. 2014b). Entretanto, apos a reposicao da leptina, nota-se que
estes animais apresentam reducéo da ingestao alimentar e do peso corporal, e ainda, podem
recuperar a fertilidade (Chehab et al. 1996, Barash et al. 1996).

O ARH é considerado o local mais relevante onde a leptina age inibindo a sintese
e/lou secrecdo de neurotransmissores orexigenos: neuropéptido Y (NPY) e o peptideo
relacionado ao Agouti (AgRP) (Friedman 2000) e, estimulando neurdnios que sintetizam a
pré-opiomelanocortina (POMC). A POMC é um composto que € precursor do horménio
estimulador de melandcito (a-MSH ou a-melanocyte-stimulating hormone), do transcrito
regulado por cocaina e anfetamina (CART ou cocaine- andamphetamine- regulated
transcript), que possuem propriedade anorexigena e, além disto, atua inibindo os neurdnios
AgRP/NPY (Matteri et al. 2001) (Figura 1). Os neurdonios POMC também sintetizam
peptideos bioativos, incluindo a corticotrofina que atua na manutencdo do cértex adrenal
(Hill et al. 2010) e a B-endorfina que influencia em diversas areas, como no sistema
metabdlico, imune, cardiovascular e reprodutivo (Mc Arthur et al. 1985). Os neurénios
POMC, uma vez ativados, liberam o a-MSH, que interage com o0s receptores de
melanocortina (MC3 e MC4) levando a supressao da ingestdo de alimentos e promocao do
gasto energético (Cowley et al. 1999). Os neur6nios POMC e AgRP/NPY tém funcdes
contra-regulatorias sobre o controle da ingestdo de alimentos, a leptina exerce respostas
distintas nos neurdnios que sintetizam estes peptideos, inibindo a atividade dos neurbnios
AgRP/NPY e estimulando a atividade dos neuronios POMC. Dessa maneira, em situagGes
fisiologicas, quando h& maior concentracdo plasmatica de leptina os neurénios AQRP/NPY
sdo inibidos e os anorexigenos ficam mais ativos, diminuindo a ingestdo alimentar. Porém,
quando a concentracdo de leptina é menor, 0s neurdnios anorexigenos nao sdo estimulados
por esse hormonio e 0s neurdnios orexigenos deixam de ser inibidos, induzindo o aumento
da ingestdo alimentar (Bouret and Simerly 2004, Mizuno and Mobbs 1999, Bouret, Draper
and Simerly 2004). Além disto, os peptideos AGRP/NPY atuam como antagonista enddgeno
dos receptores de melanocortina, confirmando o papel conjunto de ambas populacGes
neuronais na regulacdo do comportamento alimentar (Aponte, Atasoy and Sternson 2011,
Cone et al. 1996, Ollmann et al. 1997).
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Figura 1. Acdo da leptina no nucleo arqueado. A leptina atua em diferentes grupamentos neuronais
no nucleo arqueado (ARH). A leptina suprime a atividade dos neurénios AGRP/NPY (orexigenos) e
estimula a atividade dos neur6nios POMC (anorexigenos). Assim, em situacdes fisioldgicas, na
auséncia de leptina os neurénios AGRP/NPY/ sdo mais ativos e a ingestdo de alimentos é estimulada.
Quando a leptina circulante aumenta, os neur6nios POMC sdo mais ativos e a ingestdo de alimentos
é reduzida. Os mecanismos neurais pelos quais esses neurdnios, em Ultima instancia, alteram a
ingestdo de alimentos ou interferem na reproducdo ndo sdo conhecidos, como representado pelos
pontos de interrogacdo (Modificado de Friedman, 2000).

Diversas evidéncias sugerem a interacdo entre 0s neur6nios kisspeptinérgicos e os
neuronios que regulam a ingestdo alimentar (Matsuzaki et al. 2011). Estudos
eletrofisiologicos evidenciaram que as kisspeptinas sdo capazes de excitar diretamente 0s
neurdnios POMC e inibir os neurénios AgRP de forma indireta (Fu and van den Pol 2010).
Além disso, camundongos tratados com kisspeptina-10 via intraperitoneal, reduzem o
consumo alimentar, sugerindo um efeito anorexigeno deste peptideo na ingestdo alimentar
(Stengel et al. 2011). Os neurdnios POMC e suas fibras estdo em aposicdo direta com
neurdnios Kisspeptinérgicos no ARH, sendo que, o blogueio da sinalizacdo do a-MSH
suprime a expressdo do gene Kissl nesta area hipotalamica. A inibicdo crbnica dos
receptores de melanocortina (MC3 e MC4), induz um atraso da maturagao sexual, e previne
o efeito permissivo da leptina na puberdade (Manfredi-Lozano et al. 2016). Entretanto, o
silenciamento de neurdnios kisspeptinérgicos atenua de forma consideravel os efeitos
induzidos pela inibicdo dos receptores MC3 e MC4 na maturacdo sexual, sugerindo,
portanto, que a POMC atua diretamente em neurdnios kisspeptinérgicos para modular
aspectos do sistema reprodutivo (Manfredi-Lozano et al. 2016). Em relagdo aos neurdnios
orexigenos, foi demonstrado que diante o silenciamento de neurénios AgRP, 0s neurdnios
Kisspeptinérgicos no ARH induz a reducéo da frequéncia de correntes inibitérias registradas

no ARH em fémeas ovarectomizadas (Padilla et al. 2017). Por outro lado, a ativacdo crénica
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de neurdnios AgRP, prejudica a ciclicidade estral e diminui o indice de fertilidade dos
camundongos, embora ndo seja suficiente para bloquear completamente a reproducao
(Padilla et al. 2017). Portanto, as evidéncias apresentadas sugerem que a interacao entre 0s
neurbnios POMC, AgRP/NPY e neurbnios kisspeptinérgicos, pelo menos no ARH,
representam a ligacdo entre o estado nutricional e o eixo reprodutivo (Fu and van den Pol
2010, Hudson et al. 2022). Além disso, neurénios kisspeptinérgicos localizados no ARH
coexpressam o receptor de leptina (LepR), sendo que a ovariectomia induz um aumento
significativo na coexpressao com esse receptor (Cravo et al. 2011, Cravo et al. 2013)
enquanto que, em machos castrados cerca de 40% dos neur6nios kisspeptinérgicos do ARH
coexpressam o LepR (Smith et al. 2006). Os neurbnios Kisspeptinérgicos localizados no
AVPV/PeN, ndo sdo diretamente responsivos a leptina, pois ndo coexpressam o seu receptor
(Cravo et al. 2011, Cravo et al. 2013). Diante do exposto, formulamos a hipotese de que
fatores que alteram a ingestdo alimentar informam o eixo reprodutivo sobre o estado
nutricional por meio dos neurénios kisspeptinérgicos hipotaldamicos e essa modulagdo

acarreta em alteracdes na reproducéo (Figura 2).

Hypothalamus

Pituitary

FASTING J} Lertin

LH, FSH

Figura 2. O jejum exerce ac¢Bes sobre o hipotdlamo que sdo transmitidas ao eixo reprodutivo.
No estado de jejum, quando a leptina circulante diminui (representado pela seta vermelha), os
neurdnios que sintetizam o pré-opiomelanocortina (POMC) ndo sdo estimulados (linha pontilhada)
e 0s neurdnios que liberam o0s neurotransmissores peptideo relacionado com Agouti (AgRP) e
neuropeptidio Y (NPY) deixam de ser inibidos (linha pontilhada com seta). De alguma forma, essas
informagbes chegam ao eixo reprodutivo. Esses mecanismos neurais envolvem 0s neurdnios
kisspeptinérgicos do nucleo arqueado (ARH) e do nlcleo anteroventral periventricular e
periventricular anterior (AVPV/PeN) representado pelo ponto de interrogacdo amarelo, o que
possivelmente gera alteragdes no ciclo reprodutivo. 3V: terceiro ventriculo; POA: area pré-optica
medial; GnRH: neur6nio que sintetiza o horménio liberador de gonadotrofinas; LH: hormdnio
luteinizante e FSH: hormdnio foliculo-estimulante (Modificada de Henrique R. Vieira)
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar se a atividade dos neurdnios Kisspeptinérgicos, e consequentemente do sistema

reprodutivo, pode ser modulada por fatores que alteram a ingestéo alimentar.

2.2. Objetivos Especificos

1
2

Avaliar os efeitos do jejum e da restricdo caldrica sobre o ciclo estral e fertilidade;
Determinar se 0 jejum induz a expressdo da proteina Fos em neurbnios
Kisspeptinérgicos;

Verificar se a expressdao de genes relacionados ao metabolismo e reproducdo sdo
modificados perante ao jejum;

Analisar os efeitos do jejum nas dosagens dos hormonios LH e FSH;

Avaliar o efeito do jejum sob a excitabilidade da membrana de neurdnios
kisspeptinérgicos do ARH e ou AVPV/PeN;

Investigar os efeitos do NPY sobre o potencial de repouso de membrana dos neurénios

Kisspeptinérgicos hipotalamicos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais experimentais

Os seguintes animais experimentais foram utilizados:

v Camundongos selvagens da linhagem C57BL/6 provenientes do Biotério Central da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo;

v/ Camundongos transgénicos que expressam a proteina verde fluorescente
(Humanized Renilla Reniformis Green -hrGFP) sob o controle transcricional do gene
Kissl (Kiss1/hrGFP) (Cravo et al. 2013, Cravo et al. 2011);

De forma geral, ao completarem trés semanas, os filhotes gerados a partir de
animais geneticamente modificados foram desmamados e a ponta da cauda foi cortada para
a realizacdo da genotipagem pela técnica de reacdo em cadeia de polimerase quantitativa
(RTQ-PCR). Ao completarem oito semanas de idade, os animais com genotipo de interesse
foram inclusos no protocolo experimental. Os animais foram alojados no biotério do
Departamento de Anatomia do Instituto de Ciéncias Biomeédicas da Universidade de S&o
Paulo, com temperatura (21-23°C) e periodo claro-escuro (luz 12h/escuro 12h) controlados.
Todos os experimentos e procedimentos foram aprovados pelo Comité de Cuidados e Uso
de Animais de Laboratério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo
Paulo (Protocolo CEUA: 107/2017).

3.2. Avaliacao dos efeitos do jejum sobre o peso corporal, ciclo estral, fertilidade e
depésito de gordura.

Para compreender se 0 jejum seria capaz de afetar o ciclo estral, fertilidade e a
reproducdo de camundongos, fémeas Kissl/hrGFP ou fémeas selvagens adultas (8-12
semanas de idade) foram utilizadas nos experimentos. As fémeas tiveram o ciclo estral
avaliado diariamente no periodo da manhd (9:00 -10:00) através da observacdo do lavado
vaginal. O lavado foi realizado de forma delicada por meio da inser¢cdo de uma ponteira
contendo solucdo salina na vagina. A coleta do lavado vaginal foi depositada em lamina
histologica para analise ao microscopio de luz, e a avaliacdo foi feita pela identificacdo das
fases do ciclo estral através da observacdo da morfologia das células do epitélio vaginal,
conforme descrito (Caligioni 2009). Nos dias em que se observou a predominancia de
leucdcitos no lavado vaginal, denominamos como fases diestro/metaestro (D/M) e quando a
predominancia era de células cornificadas, classificamos como estro/proestro (E/P). Apenas

as fémeas que apresentaram ciclo estral regular foram incluidas nos experimentos, sendo o
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inicio do ciclo considerado a partir do primeiro diestro. Com o passar dos dias e com a analise
do lavado vaginal observamos a mudanca para fase de metaestro, proestro/estro e retornava
para diestro, completando um o ciclo completo. Foram observados pelo menos trés ciclos
consecutivos antes do teste.

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, 0 grupo controle e grupo
jejum, sendo alojados de forma aleatéria em gaiolas contendo 4-5 animais. As fémeas do
grupo jejum foram individualizadas e colocadas em jejum por 24 horas quando o segundo
dia de diestro foi detectado. No momento da individualizacéo o peso foi aferido, assim como,
guando os animais retornaram para sua gaiola de origem. As fémeas do grupo controle foram
apenas individualizadas no segundo dia de diestro, sendo mantidas com comida ad libitum.
Apos o teste os animais foram agrupados em suas gaiolas de origem. Os animais foram
pesados semanalmente. A andlise do ciclo estral continuou por cerca de 20 dias ap0s o teste.
Em seguida, as fémeas de ambos 0s grupos experimentais, foram colocadas para acasalar e
permaneceram com machos experientes por um periodo méximo de 30 dias, ou até o
momento que foi identificada a prenhez. Apds o nascimento e desmame dos filhotes (21 dias
apos o nascimento), as fémeas foram anestesiadas e eutanasiadas. Apds eutanasia, foi
realizada a coleta dos seguintes tecidos: hipotalamo, Utero e depdsitos de gorduras corporais

para avaliagdo do peso.

Idade: 60-90 dias 1° dia 30° dia
A A A
(] Avaliagdo do ciclo estral () Acasalamento
@ Jcjum de 24 horas ou () Avaliagdo da fertilidade

Controle (individualizag¢ao)

Figura 3. Organograma representando o protocolo para avaliacao dos efeitos do jejum sobre
o ciclo estral e fertilidade. As fémeas foram submetidas a avaliagdo do ciclo estral (verde claro).
Apos a confirmacdo da ciclicidade estral as fémeas foram isoladas por 24 horas (no segundo dia de
diestro) e submetidas ao jejum ou mantidas com ragdo ad libitum (vermelho). O ciclo estral continuou
sendo avaliado por cerca de 20 dias ap0s o teste. Na sequéncia as fémeas de ambos 0s grupos foram
colocadas para acasalar com machos experientes (verde), para a avaliacdo dos possiveis efeitos do
jejum na fertilidade (roxo). Ap6s o desmame dos filhotes, as fémeas foram anestesiadas e
eutanasiadas.

Um subgrupo de fémeas foi submetido ao mesmo procedimento (jejum ou
controle), porém foi realizada a analise da composicéo corporal, antes e ap0s o teste de 24

horas. A composicdo corporal foi avaliada com o uso de equipamento que realiza medidas
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por ressonancia magnética nuclear no dominio do tempo (TD-NMR, Bruker, Alemanha).
Apos o teste de 24 horas os animais foram anestesiados e eutanasiados. Na sequéncia foi

realizada a coleta dos tecidos como mencionado.

3.3. Avaliacéo dos efeitos da restricao caldrica sobre o ciclo estral e fertilidade

Para verificar se a restricdo calorica seria capaz de afetar o ciclo estral, fertilidade
e a reproducdo de camundongos, fémeas Kiss1/hrGFP ou fémeas selvagens adultas (8-12
semanas de idade) foram utilizadas nos experimentos. As fémeas tiveram o ciclo estral
avaliado diariamente, conforme descrito no topico 3.2, durante todo o protocolo
experimental. Apos a confirmacdo da ciclicidade estral as fémeas foram individualizadas e
tiveram seu consumo alimentar aferido por 3 dias. Com base na avaliagdo do peso diario da
racao consumida foi feito o calculo da média de racdo consumida por cada animal. Conforme
descrito anteriormente por (Furigo et al. 2019), os animais foram divididos aleatoriamente
em dois grupos experimentais: controle e restricdo caldrica ou do inglés food restriction
(FR). O primeiro dia de teste foi considerado como dia zero e nos 5 dias subsequentes o peso
corporal e o ciclo estral foram aferidos. As fémeas do grupo controle receberam 100% da
racdo durante o teste, enquanto que as fémeas do grupo FR receberam somente 40% do
volume aferido anteriormente. A racdo foi disponibilizada para os animais dos grupos
controle e FR cerca de 2 horas antes do inicio do ciclo escuro (16:00h).

Apos o periodo de avaliagdo dos efeitos da FR. As fémeas foram colocadas para
acasalar e permaneceram com machos experientes por no maximo 30 dias ou até 0 momento
que foi detectado a prenhez. Ap6s 0 nascimento e desmame dos filhotes (21 dias ap6s o
nascimento), as fémeas foram anestesiadas e eutanasiadas. Foi realizada a coleta dos
seguintes tecidos: hipotdlamo, Utero e depoésitos de gorduras corporais para avaliagdo do

peso.
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Figura 4. Organograma representando o protocolo para avaliacdo dos efeitos da restricédo
caldrica sobre o ciclo estral e fertilidade. As fémeas foram submetidas a avaliagéo do ciclo estral
(azul claro). Apos a confirmacdo da ciclicidade estral as fémeas foram isoladas e o consumo
alimentar foi avaliado (rosa). Na sequéncia os animais foram submetidos a restricdo calérica (RC)
ou ndo (grupo controle) por 5 dias (azul escuro). O ciclo estral continuou a ser avaliado por pelo
menos trés ciclos estrais consecutivos apos o teste. Na sequéncia as fémeas de ambos o0s grupos foram
colocadas para acasalar com machos experientes (verde), para a avaliacdo dos possiveis efeitos da
RC na fertilidade (roxo). Ap6s o desmame dos filhotes, as fémeas foram anestesiadas e eutanasiadas.

3.4. Determinar se o0 jejum induz a expressao da proteina Fos em neurdnios Kissl
Visto que a proteina Fos é considerada um marcador de atividade neuronal
(Hoffman and Lyo 2002), o proximo passo foi verificar se o jejum induz a expressao da
proteina Fos em neurdnios kisspeptinérgicos. Fémeas Kiss1/hrGFP adultas foram divididas
em dois grupos experimentais, controle e jejum, conforme descrito no item 3.2. Apds o
término do teste (jejum e respectivo controle) as fémeas foram submetidas ao procedimento
de perfusdo transcardiaca. Os animais foram anestesiados com isoflurano e eutanasiados no
periodo entre 10 horas da manha e 12 horas da tarde. Para a realizacdo de perfusdo
transcardiaca foi realizada a abertura da caixa toracica fazendo o rebatimento da porcao
ventral do gradil costal, expondo o coracédo. Foi feito um pequeno corte no atrio direito para
o fluxo das solucdes, sendo na sequéncia uma agulha inserida no ventriculo esquerdo.
Através de um sistema de bomba de perfusdo, a solucédo salina a 0,9% foi perfundida por
cerca de 1 a 2 minutos. Na sequéncia a solucdo salina foi substituida por uma solugéo de
formalina 10% tamponada que foi infundida por cerca de 8 minutos. Apés a perfusao, 0s
encéfalos foram coletados e permaneceram em solucdo de formalina 10% por 1h (pos
fixacdo). Na sequéncia foram transferidos para uma solugéo de crioprote¢cdo composta por
tampdo fosfato de potassio (KPBS) 0,02M mais 20% de sacarose, ficando em geladeira por
24-48 horas. Os encéfalos foram submetidos a microtomia, sendo seccionados em cortes
coronais de 30uM em micrétomo (SM2010R, Leica) e organizados em quatro séries

representativas. Os cortes foram colocados em solucdo crioprotetora composta por PBS
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RNase-free, Etilenoglicol e Glicerol e armazenados em freezer a -20 °C até a realizacdo da
técnica de imunoistoquimica.

Para a identificacdo da proteina Fos os cortes encefalicos foram lavados em solugéo
de KPBS 0,02 por 5 minutos, repetindo a lavagem por 6 vezes. Apds as lavagens 0s cortes
foram incubados por 1 hora em solugdo composta por KPBS 0,02-T (Triton X-100) e 3%
soro normal de burro. Em seguida os cortes foram transferidos para solucdo de KPBS 0,02-
T com azida, 3% soro normal de burro e anticorpo primario que reconhece a proteina Fos
(concentracdo 1:5000) por 24 horas. Apdés 24 horas de incubacdo, os cortes foram
submetidos a lavagens de 5 minutos por seis vezes em solucdo de KPBS 0,02M. Apos as
lavagens os cortes foram incubados por 90 minutos em solu¢do de KPBS 0,02-T contendo
anticorpo secundario fluorescente Alexa fluor 594 (concentracdo 1:500). Apds a incubacéo
os cortes foram lavados 3 vezes, por 10 minutos cada, em solucao de KPBS 0,02M. Os cortes
foram montados em laminas gelatinizadas e cobertos com meio de montagem Fluoromount
G (Electron Microscopy Sciences). Os neurdnios kisspeptinérgicos foram reconhecidos por
sua proteina fluorescente enddgena hrGFP, conforme descrito por Cravo et al., 2013.

Para analise dos cortes foram determinados critérios de acordo com o Atlas “The
Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates” (PAXINOS; FRANKLIN, 2019). Neur6nios que
expressam hrGFP (marcador endogeno de células que expressam o gene Kissl) e/ou a
proteina Fos (identificados pela coloragdo do anticorpo Alexa fluor 594) foram quantificados
nos cortes com referéncia nos seguintes bregmas:

v" 0,50 ao 0,38 mm para a analise do AVPV;
v 0,14 a0 0,02 mm para analise do PeN;
v/ -1,46 a0 -1,58 mm para analise do ARH nivel rostral;
v’ -2,18 a0 -2,30 mm para analise do ARH nivel caudal.
Em seguida, o percentual de neurénios hrGFP que coexpressavam a proteina Fos foi

calculado.

3.5. Verificar se 0 jejum modula a expressdo de RNAmM de determinadas areas
hipotalamicas

ApoOs a avaliagdo do ciclo estral das fémeas, de acordo com item 3.2., 0s animais
foram individualizados e submetidos ao jejum ou mantidos com ragéo ad libitum, conforme
descrito. Apos 24 horas, as fémeas foram pesadas, anestesiadas e submetidas a eutanasia.

Ap0s anestesia os animais foram decapitados e o sangue foi coletado imediatamente em tubo
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do tipo eppendorf RNAse free. Na sequéncia os encéfalos foram removidos e seccionados
em cortes coronais utilizando um vibrdtomo (Leica). Durante todo o procedimento o
encéfalo ficou imerso em solugédo de corte composta por: Sucrose 238 mM, KCL 2.5 mM,
NaHCO3 26 mM, NaH2PO4 1.0 mM, D-glucose 10 mM, CaCl; 1.0 mM e MgCL>2 5.0 mM.
Os cortes coronais foram definidos de acordo com as coordenadas do atlas “The Mouse Brain
in Stereotaxic Coordinates”, conforme descrito anteriormente (Silveira et al., 2017):
v' 0,62 a 0,38 mm para a analise da area pré-Optica medial (POA) com a
espessura de 250uM;
v' -1,70 mm a -2,40 mm para analise da area hipotalamica médio basal com a
espessura de 1000uM;
Ap0s a obtencdo dos cortes, as areas de interesse foram submetidas a microdissec¢do
com o auxilio de uma agulha de 18G x 1°” em uma superficie estéril, as regides especificas
foram removidas bilateralmente, armazenadas em tubo do tipo eppendorf RNAse free e

congeladas no freezer a -80°C para posterior extragdo do RNA.

3.5.1 Extragao do RNA e preparacdo do cDNA

O RNA total das amostras dos nucleos hipotaldmicos foi extraido com a utilizacdo
do kit de isolamento PicoPure RNA, de acordo com as instru¢@es do fabricante (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A integridade do RNA extraido foi quantificada por
espectrometria (NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific). Em seguida, foi utilizado 0,25
pg de RNA para a preparacdo do cDNA. Para isso, foi utilizado o kit SuperScript Il Reverse
Transcriptase (Thermo Fisher Scientific), no qual foram adicionados as amostras 20 pl de 5x
Buffer, 10 ul de DTT, 20 ul de ANTP (10mM), 10 ul de Random primer (pdN6) (Roche
Applied Science), 20 ul de H20 Depc e 1 pul de SuperScript 1l Reverse Transcriptase. As
amostras foram incubadas no termociclador por 10 minutos a 25°C, 50 minutos a 42 °C, 10
minutos a 72°C e mantidas a 4°C. Ao final, as amostras de cDNA foram armazenadas em
freezer -20 °C.

A partir do cDNA, as amostras foram preparadas em duplicatas e o protocolo variou
de acordo com a enzima de interesse:

v Enzima SYBR® Green (Applied biosystems Thermo Fisher Scientific) o
protocolo utilizado por amostra foi de: 6,25 ulSYBR green; 3,25 ul H.O
DEPC; 1,5ul mix de primers (sense and antisense 1:1) e 1,5ul de amostra de
cDNA.
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v Enzima TagMan® (Applied biosystems) por amostra foi utilizado: 6,25ul
Tagman Buffer; 4,35ul H20 DEPC; 0,4ul primers Tagman e 1,5 ul de amostra
de cDNA.

A partir do cDNA gerado, foi determinada a expressdo do RNAmM que codifica genes
especificos com a utilizacdo da enzima SYBR® Green ou TagMan PCR Master Mixes
(Applied Biosystems). Os seguintes genes foram avaliados: Actb (forward:
gctccggeatgtgcaaag; reverse: catcacaccctggtgecta), Agrp (forward: ctttggcggaggtgctagat;
reverse: aggactcgtgcagccttacac), Cartpt (forward: cagtcacacagcttccecgat;  reverse:
cagatcgaagcgttgcaaga), Gnrhl (forward: gggttctgecatttgatccac; reverse:
ccctttgactttcacatcc), Kissl (forward: gattccttttcccaggceatt; reverse: ggcaaaagtgaagcctggat),
Npy (forward: cagatactactccgcetctgeg; reverse: gggctggatctcttgccata), Pomc (forward:
tagatgtgtggagctggtgc; reverse: ccagcgagaggtcgagtttg), Ppia (forward: cttcttgctggtcttgecattc;
reverse: tatctgcactgccaagactgagt), Th (TagMan assay; Mm00447557_m1; Thermo Fisher
Scientific).

As placas contendo as amostras e genes de interesse foram analisadas na maquina
7500 Real Time PCR System (Applied biosystems) e a quantidade relativa de RNAm foi
calculada pelo método 2-AACt.

3.6. Dosagem hormonal

Apos a coleta, o sangue foi centrifugado a 4000 rpm em temperatura a 22°C por 10
minutos. Foi coletado o sobrenadante, o soro sanguineo, e armazenado em eppendorf RNAse
free a -80°C. Para determinagéo das concentragdes de LH e FSH foram utilizados kits de
ensaio imunoenzimatico (ELISA), em colaboracdo com o laboratério do Professor Dr. José
Donato Junior. Os ensaios de ELISA foram adaptados de protocolos publicados (Brown et
al. 2019, Ongaro et al. 2021). As dosagens de LH e FSH apresentam limite inferior de
deteccdo de 0,009 ng/mL e 0,34 ng/mL, respectivamente, considerando os fatores de diluigdo
utilizados (5x para LH e 10x para FSH) (de Paula et al. 2021, Gusmao et al. Dados néo
publicados)

3.7. Avaliar o efeito do jejum sobre a excitabilidade da membrana de neurdnios

kisspeptinérgicos hipotalamicos

Fémeas Kiss1/hrGFP (8-12 semanas de idade) foram mantidas com ragdo ad libitum

(controle) ou submetidas ao jejum por 24 horas (conforme descrito no item 3.2.), foram
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anestesiadas e eutanasiadas no periodo entre 10:00-11:00h. Os encéfalos foram removidos e
seccionados em cortes coronais (250uM) imersos em solucdo de corte contendo: Sacarose
238 mM, KCL 2.5 mM, NaHCO3 26 mM, NaH2PO4 1.0 mM, D-glucose 10 mM, CaCl, 1.0
mM e MgCL>5.0 mM, com o auxilio de um vibratomo (Leica). Na sequéncia os cortes foram
incubados em fluido cérebro-espinhal oxigenado (ACSF) contendo: NaCl 124 mM, KCI 2.8
mM, NaHCO3 26 mM, NaH2P041.25 mM, MgS041.2 mM, D-glucose 5mM e CaCl, 2.5
mM por pelo menos 1 hora antes do inicio dos experimentos eletrofisioldgicos. Os cortes
encefalicos foram transferidos (um por vez) para uma camara de registro acoplada ao
microscépio na qual o corte foi adaptado por cerca de 10 minutos antes do inicio do registro.
Na camara de registro os cortes foram continuamente banhados com solucdo ACSF
oxigenada (30°C) em um fluxo de aproximadamente 2 ml por minuto. Os neurénios foram
identificados por sua proteina fluorescente enddgena hrGFP com o uso da microscopia de
fluorescéncia. Apds a identificacdo dos neuronios, utilizamos fonte de luz infravermelha
com contraste de interferéncia diferencial (Leica MD 6000 FS, microscopio equipado com
plataforma fixa e camera digital de fluorescéncia monocromatica de alta velocidade Leica
DFC360) para obtermos o selamento e rompimento da membrana celular. A pipeta contendo
0 eletrodo de registro foi preenchida com uma solucédo interna composta por: K-gluconato
120mM, NaCl 1mM, EGTA 5mM, Hepes 10mM, MgCl2 1mM, CaCl2 1mM, KOH 3mM e
KCL 10 mM). A pipeta foi acoplada a um pré-amplificador e apresentou a resisténcia de
acesso entre 5-7 MQ. A frequéncia ¢ amplitude das correntes pds-sinapticas excitatorias
(SEPSC) que atuam sobre os neurdnios kisspeptinérgicos foram realizadas mantendo a

voltagem a -65mV e analisadas com o programa Mini Analysis (Synaptosoft Inc.).

3.8. Verificar os efeitos do jejum sobre as correntes pos-sindpticas inibitérias de
neuroénios Kisspeptinérgicos

Ap0s a obtencgdo dos cortes coronais do grupo controle ou jejum, conforme descrito
no item 3.7. 0s registros das correntes pds-sinapticas inibitérias (sIPSC) foram realizados
mantendo a voltagem a -60mV. Para aumentar a forga motriz para os ions de cloreto, foi
utilizada uma solucdo interna de cloreto isotdnico composta por: KCI 140 mM, HEPES 10
mM, EGTA 5 mM, CaCI2 0.1 mM, NaOH 8.5 mM, (Mg) -ATP 4 mM, (Na) -GTP 0.4 mM,
pH 7.3 (Zampieri et al. 2020). Foi adicionado ao ACSF de registro as seguintes drogas: 6-
Ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX, 10 uM) e D-2-amino-5-fosfonopentanoato
(AP5, 50 uM), antagonistas dos receptores de glutamato AMPA e NMDA, respectivamente.
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Com a adicdo dessas drogas ao ACSF sugere-se que 0s receptores ionotropicos de GABA
sdo responsaveis pelas sIPSC registradas. Os registros eletrofisiolégicos foram gravados
utilizando amplificador multiclamp 700B (Molecular Devices), com filtros entre 2-4 kHz.
Os experimentos foram realizados no whole-cell patch-calmp, no modo voltage-clamp. A
frequéncia e amplitude das sIPSC e SEPSC que atuam sobre os neurdnios Kisspeptinérgicos

foram analisadas com o programa Mini Analysis (Synaptosoft Inc.).

3.9. Avaliar o efeito do NPY sobre propriedades biofisicas de neurdnios
kisspeptinérgicos hipotalamicos

Para determinarmos os efeitos do NPY no RMP e IR de neur6nios kisspeptinérgicos
utilizando a técnica de whole-cell patch-clamp no modo current-clamp, com corrente igual
a zero (1=0). A concentracdo do NPY (100nM) administrado foi baseada em estudo anterior
(Hessler et al. 2020). Fémeas e machos Kissl/hrGFP adultos (8-12 semanas de idade)
mantidos com ragdo ad libitum foram selecionados para os experimentos. O efeito do NPY
sobre 0 RMP e IR também foi avaliado em fémeas submetidas ao jejum de 24 horas. Foram
realizados os registros basais da RMP e IR por pelo menos 10 minutos seguido pela
administracdo do NPY (100 mM 2ml/min por cerca de 5 minutos), sendo 0 experimento
encerrado ap6s um periodo de washout, cerca de 10 minutos. A andlise dos dados foi
realizada com uso do software Clampfit (Molecular Devices), conforme descrito
anteriormente (Silveira, et al. 2017). A IR foi avaliada medindo-se a deflex@o de tensdo no
final da resposta a um pulso de corrente retangular hiperpolarizante (500 ms de -10 a -30
pA). Os valores de potencial de membrana foram compensados para levar em conta o
potencial de juncdo (-8 mV). A frequéncia de PA (fAps) foi determinada comparando-se as
taxas médias de disparo 2 minutos antes e 2 minutos depois da droga. As fAps foram
analisadas com programa o Mini Analysis Program (Synaptosoft, Decatur, GA, EUA).

Para verificarmos se os efeitos NPY dependem de potenciais de acéo (APs) mediados
por transmissdo sindptica, foram realizados registros eletrofisioldgicos, sendo os cortes
mantidos em ACSF contendo o coquetel: tetrodotxina (TTX, 1 uM); antagonista dos
receptores de glutamato AMPA: 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX, 10 uM, 2-
amino-5-fosfonovalerato (AP-5, 50 uM); antagonista dos receptores de glutamato NMDA:
D-2-amino-5-fosfonopentanoato (AP5, 50 uM) e antagonista de GABA: picrotoxina (50
uM). As concentracdes de TTX e de antagonistas de receptores de glutamato e de GABA

foram baseadas em estudos anteriores que demonstraram a capacidade de bloquear a
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condutancia de Na+ (Berg, et al. 2018; Frazao, et al. 2013; Piet et al. 2016). O TTX foi
obtido de Alomone Labs; CNQX, AP-5, picrotoxina e NPY foram adquiridos da Tocris

Bioscience.

4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram expressos pela média + erro padrdo. A analise estatistica foi
realizada pelo teste t student ndo-paramétrico nas comparacdes de dois grupos (controle e
jejum ou controle e FR). Para avaliacdo temporal do peso corporal, consumo de racéo, a
RMP e IR das células foi utilizado teste ndo-paramétrico e a analise de variancia (ANOVA)
de um fator. As diferengas nos valores de P<0,05 foram consideradas estatisticamente
significativas. As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism®,
version 7, USA.
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5. RESULTADOS
5.1 Avaliacéo dos efeitos do jejum sobre o ciclo estral

Na analise dos resultados, verificamos que a individualizacdo dos animais do grupo
controle, ndo influenciou o peso corporal, massa magra e gordura corporal dos animais
(Figura 5A-C). Contudo, as fémeas submetidas ao jejum apresentaram diminui¢ao
significativa do peso corporal, da massa magra e gordura corporal em relagdo ao momento
anterior ao teste de jejum por 24 horas (Figura 5A-C). Na analise do ciclo estral observamos
que a duracdo média do ciclo estral foi maior no grupo submetido ao jejum em comparagéo
ao grupo controle, evidenciando que o jejum agudo de 24 horas foi suficiente para alterar o
ciclo estral (Figura 5E). Fémeas submetidas ao jejum permaneceram mais dias na fase de

diestro em comparacdo ao grupo controle (Figura 5D e C).
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Figura 5. Efeitos do jejum no peso corporal e ciclo estral. (A) Graficos de barras
comparando peso corporal, (B) massa magra, e (C) gordura corporal de camundongos do
grupo controle e em jejum (n=17/21). (D) Representacdo da avaliacdo diaria do ciclo estral
(uma fémea por grupo), em que o circulo aberto representa o dia em que os animais foram
isolados e submetidos a jejum de 24h ou mantidos com racéo ad libitum. (E) A duracdo do
ciclo estral foi determinada avaliando o nimero de dias em que a predominancia de células
cornificadas (E/P) ou leucdécitos (D/M) foi detectada no esfregago vaginal (n = 12/13 animais
por grupo). Média + SE, * P <0,05; ** P <0,03; **** P <0,0001.

5.2 Avaliacdo dos efeitos do jejum sobre a fertilidade, peso uterino e adiposidade

Em um novo subgrupo de controle e jejum, trés semanas apos o teste, as fémeas
foram colocadas para acasalar e permaneceram com machos experientes por cerca de 30
dias, ou até o momento que foi detectada a prenhez. O primeiro pardmetro avaliado foi o
percentual de prenhez. Notamos que, cerca de 86% das fémeas do grupo controle (12 de 14
animais) e cerca de 85% das fémeas do grupo jejum (11 de 13 animais) ficaram prenhas.
Evidenciando que o jejum foi insuficiente para alterar a fertilidade das fémeas (Figura 6A).
O periodo entre o inicio do acasalamento até o nascimento das ninhadas e o nimero de
filhotes gerados foram semelhantes entre os grupos (n= 12/11 fémeas por grupo

experimental; Figura 6B, C). Ap6s o desmame dos filhotes as fémeas foram submetidas a
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eutanasia, o Utero foi coletado e pesado a fresco, sendo que, ndo observamos diferencas do
peso uterino entre grupos (Figura 6D). Ao final do protocolo experimental, cerca de 30 dias
apos o teste, observamos que os depositos de gordura corporal das fémeas do grupo jejum

eram similares ao grupo controle (Figura 6E).

>
oy,
®

&
=
= 100 -cpo- o 75 alsf
@
t £ - .
N nh Q [e]e]
E i o 504 o 0 Y= 10— © 00
° : © e
D 75 o = . T
= hot p ) < || °
= - 25 o0 || 7 2 5 o0
= s [ =
ED Q = oo
L 50 0 Z 0
Tt
=™
D_ E_
Q) 0-3 BL0.450 Control
: . © Fasting o
2 R E 0.3-
— o]
E 0.2 o 5 o o
Q
Q
=00 ° o]
OE 0-1_ 000 & 0 1 OO
S oOoO Co oOO %} o r% Q0o o © O
o]
= 00 2 0o ke T
& <% & &
0@9 & & 05'\60
& & & 5
]© < Q}@Q %600

Figura 6. Avaliacéo dos efeitos do jejum na fertilidade, peso uterino e adiposidade. (A)
Grafico de barras evidenciando o percentual de prenhes entre animais do grupo controle ou
submetidos ao jejum (n=14/13 por grupo) (B) Gréafico de barras demonstrando o tempo (em
dias) até o nascimento dos filhotes (n= 12/12 por grupo) e o (C) numero de filhotes gerados
por ninhadas (n= 11/11 por grupo). (D) Grafico de barras representando o peso uterino de
fémeas controle ou submetidas anteriormente ao jejum de 24h (n= 21/19 por grupo). Media
* erro padrao.

5.3 Avaliacédo dos efeitos da restri¢do calorica sobre o ciclo estral e fertilidade
Para facilitar a anélise dos possiveis efeitos da individualizagdo ou FR sobre o peso

corporal, ciclo estral, e fertilidade, dividimos a descricao do protocolo experimental em trés



39

momentos: pré-teste, teste e pds-teste. No periodo do pré-teste, observamos que peso
corporal ou consumo diario de racdo nédo diferiu entre as fémeas do grupo controle ou FR
(n=6/6 por grupo; Figura 7A, B). As fémeas do grupo controle ndo apresentaram diferenca
no peso corporal durante todo o periodo de avaliacdo. Contudo, durante o periodo do teste,
as fémeas submetidas a FR de 60% apresentaram diminuicdo gradativa do peso corporal,
sendo a perda de peso significativa a partir do dia 3 do inicio da FR (P=0,0411; Figura 7A,
B). Apds a reintroducdo alimentar com 100% da racdo, periodo pds-teste, as fémeas
submetidas a FR recuperaram rapidamente o peso corporal no periodo de pds-teste (P=
0,6991; n=6/6 por grupo). Além disso, as fémeas submetidas a FR aumentaram o consumo
alimentar de maneira significativa em relagdo aos animais do grupo controle (P=0,0022; n=
6/6 por grupo, Figura 7A, B).
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Figura 7. Avaliacdo dos efeitos da restri¢cdo caldrica no consumo alimentar, peso
corporal e ciclo estral. (A) Avaliagdo temporal do peso corporal antes, durante e 5 dias apds
o teste. (B) Avaliacdo temporal do consumo da ra¢do dos animais mantidos com racéo ad
libitum (Controle) ou submetidos a restricdo calorica de 60% (FR). (n= 10/9 por grupo).
Média + erro padrdo, *** P<0,0006, **** P<0,0001.

Na analise do ciclo estral no periodo pré-teste, observamos que o percentual de dias
em que as fases de E/P ou D/M foram detectadas foram semelhantes entre 0s grupos
experimentais. Demonstrando desta forma, que as fémeas de ambos os grupos experimentais
apresentavam um padrédo similar de ciclicidade estral antes do teste experimental. Durante o
periodo do teste, o padrdo de ciclicidade estral permaneceu semelhante entre 0os grupos
experimentais (Figura 8A). Por outro lado, na analise do lavado vaginal no periodo do pos-

teste, as fémeas submetidas a FR apresentaram aumento significativo dos dias em que
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leucdcitos foram identificados no lavado vaginal (Figura 8A, B). Sugerindo uma interrupcao
temporéria do ciclo estral durante a FR e o espacamento maior entre as fases do ciclo estral
devido a FR de 60% (Figura 8B).
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Figura 8. Avaliacdo dos efeitos da restricdo calorica no ciclo estral. (A) Demonstracao
grafica da avaliagdo diaria do ciclo estral de um animal de cada grupo, sendo que, os dias de
individualizacdo do grupo controle sdo representados pelos circulos vazios e o periodo de
restricdo calorica pelos circulos azuis (n=10/9 por grupo). (B-C) Graficos de barras
demonstrando o percentual de dias em que as fases estro e proestro (E/P) ou diestro e
metaestro (D/M) foram identificadas devido a anélise do lavado vaginal durante o periodo
de pré-teste (15 dias, A) e, durante o periodo de teste (6 dias) e pos-teste (15 dias, B). Média
* erro padrdo, ** P= 0,002.

Ao término da FR, as fémeas foram colocadas para acasalar e permaneceram com
machos experientes por no maximo 30 dias. No grupo controle, cerca de 70% das fémeas
ficaram prenhas (n= 4 de 6 fémeas) e no grupo de FR foram 50% (n= 6 de 12 fémeas),
demonstrando que o teste de FR néo afetou a fertilidade dos animais. Das fémeas prenhas, a
avaliacdo do periodo de tempo (dias) do inicio do acasalamento até o nascimento dos
filhotes, ndo foi significativa entre os grupos experimentais (Figura 9A). Em média, o
numero de filhotes gerados por ninhada foi semelhante entre os grupos experimentais (P=
0,1271; n= 4/6 fémeas por grupo; Figura 9B). Ao término do protocolo experimental, as
fémeas foram submetidas a eutanasia e foi realizada a coleta e pesagem dos depdsitos de
gorduras e do Utero. Observamos que 0 peso uterino e o0s depositos de gorduras corporais

foram semelhantes entre os animais dos grupos controle e FR (Figura 9C, D).
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Figura 9. Avaliacdo dos efeitos da restricdo caldrica na fertilidade e adiposidade
corporal. (A) Grafico de barras evidenciando o percentual de prenhes entre animais do
grupo controle ou submetidos a restri¢do calorica (FR) (n= 4/6 por grupo). (B-C) Gréfico de
barras demonstrando a média de dias até o nascimento dos filhotes e o nimero de filhotes
gerados por ninhadas (n= 4/6 por grupo). (C-D) Grafico de barras demonstrando o peso
uterino das fémeas do grupo controle ou submetidas a FR e, 0 peso médio dos depositos de
gorduras corporal dos animais dos grupos controle e FR (n= 6/12 por grupo). Média + erro
padréo.

5.4 Determinar se 0 jejum induz a expressdo da proteina Fos em neurdnios
kisspeptinérgicos

Para determinarmos se o jejum 24 horas poderia induzir a expressdo da proteina Fos
em neurdnios kisspeptinérgicos hipotalamicos foi realizada a técnica de imunoistoquimica.
No AVPV/PeN o numero de neurdnios imunorreativos ao anticorpo que reconhece a
proteina Fos (Fos-ir) foi semelhante em ambos os grupos experimentais (P=0,28; n= 3/6 por

grupo, Figuras 10A- B, D-F). Contudo, no ARH, a expressdo da proteina Fos aumentou de
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forma significativa no grupo jejum em comparacgao ao grupo controle (P <0.001; n= 4/6 por
grupo, Figura 10G-H, J-L). O namero de neurdnios kisspeptinérgicos identificado pela
proteina hrGFP nos nucleos AVPV/PeN (P=0,24) ou ARH (rostral: P=0,13; caudal: 0,7143)
foram semelhantes entre os grupos experimentais (Figura 10C, I). Muito embora o jejum
tenha induzido o aumento significativo do nimero de neurénios que expressavam a proteina
Fos, particularmente em um grupamento de neurdnios localizados préximos ao terceiro
ventriculo, observamos que 0s neurdnios Kkisspeptinérgicos hipotalamicos nao

coexpressaram Fos devido ao jejum de 24 horas.
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Figura 10. Avaliacdo da expressao da proteina Fos e da expressdo da kisspeptina em
animais do grupo controle e submetidos ao jejum. (A-D) Fotomicrografias de
epifluorescéncia mostrando a distribuicdo de hrGFP (kispeptina, verde) e células que
expressam Fos (vermelho) nos nucleos anteroventral periventricular e periventricular
anterior (AVPV/PeN) e no ndcleo arqueado do hipotalamo (ARH). (A, D, G, J)
Fotomicrografias do grupo controle e (B, E, H, K) do grupo jejum. (C, F) Graficos de barras
comparando o namero de células que expressam hrGFP e Fos no AVPV/PeN e (I, L) ARH
em animais do grupo controle e jejum. 3V: terceiro ventriculo. Barra de escala: 100 pm. (n=
4/6 por grupo); **** P <0.001.
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5.5 Efeito do jejum sobre a expressdo de genes relacionados a reprodugdo e ao
metabolismo.

Com o propdsito de avaliar as consequéncias do jejum em regibes especificas do
hipotalamo, em relacdo a genes relacionados com a reproducdo (Kissl e Gnrhl) e ao
metabolismo (Th - tirosina hidroxilase, Cartp, Agrp, Npy e Pomc), realizamos a andlise de
expressdo génica por PCR-RT. A partir das microdissec¢Ges obtidas da POA, que
potencialmente contém os nicleos AVPV/PeN, observamos que o jejum nao foi suficiente
para induzir alterac6es significativas na expressdo dos genes Kissl, Gnrhl e Th nessa regido
hipotaldmica (Figura 11A-C). Por outro lado, nas microdissec¢des adquiridas na area
médio-basal-hipotaldamica, que potencialmente contém o ARH, observamos que no grupo
submetido ao jejum a expressdo dos genes Kissl, Cartp, Th e Pomc foram reduzidos de
forma significativa (Figura 11D-F, I). De acordo com a literatura (Ramos - Lobo et al. 2017
e Pedroso et al. 2020), a expressdo dos genes Agrp e Npy aumentaram no grupo submetido

ao jejum em comparagao ao grupo controle (Figura 11G-H).
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Figura 11. Efeito do jejum sobre a expressdo genes dos nucleos Anteroventral
Periventricular (AVPV) e arqueado (ARH). (A-C) Expressdo de RNAm de Kissl, Gnrhl
e TH no AVPV de fémeas do grupo controle e submetidas ao jejum de 24 horas (n=9/9 por
grupo). (D-1) Expressdo de RNAm dos genes Kissl, Cartpt, Th, Agrp, Npy e Pomc do ARH
de fémeas do grupo controle e jejum (n=7 por grupo). Média = SEM, * P <0,05, ** P <0,005,
*** P <0,001, **** P <0,0001.

5.6 Avaliacéo dos efeitos do jejum sobre os hormonios circulantes LH e FSH

Para determinar se 0 jejum exerce efeitos sobre a secre¢do dos hormonios
gonadotréficos LH e FSH, realizamos a coleta do soro das fémeas para dosagem hormonal.
Como mencionado anteriormente os animais foram isolados e submetidos ao jejum, ou
mantidas com racéo ad libitum, quando o segundo dia de diestro foi identificado durante a
avaliacdo do ciclo estral. Sendo a coleta do soro, portanto, realizada 24 horas apds o
isolamento. Nesse periodo observamos que a fase do ciclo estral no dia da eutanasia poderia
ser diferente. Considerando a fase do ciclo estral no dia da eutanasia e a dosagem hormonal,
observamos que 11 dos 17 animais do grupo controle exibiram a predominancia de células
cornificadas no lavado vaginal. Além disso, as fémeas apresentaram aumento do peso

uterino e dos niveis de LH, sugerindo que os camundongos estavam na fase de proestro. A
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maior parte das fémeas do grupo jejum, 11 de 15 animais, também exibiram células
cornificadas no lavado vaginal, no entanto, sem alteracGes no peso uterino e nos niveis de
LH. Curiosamente, os niveis de FSH de fémeas submetidas ao jejum aumentaram em relacao
ao grupo controle, sem qualquer correlacdo com a citologia vaginal ou com 0s niveis
circulantes de LH (Tabela 1).

Tabela 1. Peso uterino, dosagem hormonal conforme a citologia vaginal

Fémeas Controle Jejum Valor de P
Citologia vaginal Cornificada (n= 11) Cornificada (n=11)
Peso Uterino (mg) 994+84 60.6 £ 8.9* 0.01
LH (ng/mL) 25+0.8 0.4 +0.1* 0.02
FSH (ng/mL) 0.9+0.3 3.7 + 0.2%%*x < 0.0001
Citologia vaginal Leucdcito (n= 6) Leucocito (n=4)
Peso Uterino (mg) 4757 +2.2 40.1+26.9 0.3
LH (ng/mL) 05+0.1 05+0.1 0.8
FSH (ng/mL) 0.9+0.3 3.3+0.1% 0.02

5.7 Acdo do jejum sobre o potencial de membrana de repouso e resisténcia de
membrana de neurdnios kisspeptinérgicos hipotalamicos

Para verificarmos se o jejum seria suficiente para modular a atividade de neurdnios
Kisspeptinérgicos realizamos experimentos eletrofisiol6gicos nos quais averiguamos 0 RMP e
IR. No grupo controle, os neurdnios kisspeptinérgicos do AVPV/PeN apresentaram em média
a RMP de -56,1 + 2,2 mV (variacdo: -51 a 88 mV) e a media da IR foi de 1,6 + 0,09 GQ (0,89
a 2,1 GQ). As células localizadas no ARH exibiram a média de RMP de -55,03 + 1,2 mV
(variagéo de -40a-70 mV) e IR 1,4 + 0,1 GQ (variagdo: 0,3 a 3,5 GQ). Esses resultados véo
de encontro com dados anteriores (Frazao et al. 2013).

Notamos que o teste de jejum de 24 horas foi seguido por hiperpolarizacdo do RMP
dos neur6nios kisspeptinérgicos registrados nos nucleos AVPV/PeN, provavelmente devido
ao numero reduzido de neurodnios registrado (Tabela 2). No entanto, no ARH, o jejum nao foi

suficiente para influenciar o RMP e IR dos neurdnios kisspeptinérgicos (Tabela 2).
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Tabela 2: Potencial de membrana (RMP) e resisténcia de membrana (IR) dos neurénios

kisspeptinergicos

Parametros Controle Jejum Valor de P
AVPV/PeN (n=10) (n=5)
RMP (mV) -56,1+2,2 -65,2 + 3,8 P=0,04*
Input Resistance (G£2) 16+0,1 1,2+0,2 P=0,6
WCC (pf) 155+ 1,7 21,9+9,5 P=0,3
ARH (n=32) (n=26)
RMP (mV) -55+1,2 -535+15 P=0,44
Input Resistance (GL2) 14+0,1 14+05 P=0,6
WCC (pf) 9,7+0,4 9,6+0,4 P=0,9

5.8 Efeito do jejum de 24 horas sobre a excitabilidade de neurénios kisspeptinérgicos
do AVPV/PeN

Dando sequéncia aos experimentos para investigar os possiveis efeitos do jejum sobre
a atividade de neurénios kisspeptinérgicos, foram realizados 0s registros e as analises das
SEPSC e sIPSC de neurdnios localizados no AVPV/PeN de camundongos fémeas. No grupo
controle, observamos que a frequéncia média das sEPSC foi de 0,8 £ 0,2 Hz e amplitude 30,3
+ 2,1 pA (n=13 células de 6 animais). As correntes sIPSC registradas em neur6nios
Kisspeptinérgicos do nucleo AVPV/PeN apresentaram a frequéncia médiade 1,8 + 0,5 Hze a
amplitude de 64,8 + 6,0 pA (n=11 células). Em comparagdo com 0s registros obtidos de
animais do grupo controle, observamos que o jejum nado foi suficiente em induzir alteracGes
significativas tanto na frequéncia quanto na amplitude das SEPSC (n=16 células, Figura 12A-
C) e sIPSC (n=15 células, Figura 12D-F) que atuam sobre os neurdnios kisspeptinergicos do
AVPV/PeN.
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Figura 12. Efeitos do jejum na atividade neuronal dos nucleos kisspeptinérgicos
localizados nos nucleos periventricular anteroventral e periventricular rostral
(AVPV/PeN). (A) Representacao dos tracados voltage-clamp demonstrando correntes pds-
sinapticas excitatdrias (SEPSC) e (D) as inibitérias (SIPSC) dos neurdnios kisspeptinérgicos
localizados nos nucleos AVPV/PeN dos grupos controle e jejum. (B, E) Grafico de barras
demonstrando a variacdo da frequéncia e (C, F) da amplitude das sEPSC (B, C; n=13/16
células, 7 animais por grupo) ou de sIPSC (E, F; n=11/15 células, 5 animais por grupo) dos
grupos controle e jejum. Mean + SEM.
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5.9 Efeito do jejum de 24 horas sobre a excitabilidade de neurénios kisspeptinérgicos
do ARH.

Ao registrarmos os neurdnios kisspeptinérgicos do ARH, observamos que em fémeas
do grupo controle as células apresentaram a frequéncia média das SEPSC de 0,8 £ 0,2 Hz e
amplitude de 29,3 £ 2,2 pA (n=13 células de 6 animais). No grupo submetido ao jejum as
SEPSC registradas exibiram a frequéncia media de 0,7 £ 0,1 Hz e a amplitude de 27,6 £ 1,4
pA (n=18 células de 7 animais, Figura 13A-C). Portanto, observamos que o jejum nao foi
suficiente para alterar significativamente a frequéncia ou amplitude das SEPSC que atuam
sobre 0s neurdnios Kisspeptinérgicos localizados no ARH.

Na analise das sIPSC no grupo controle observamos a frequéncia média de 1,3 £ 0,2

Hz e amplitude 61,5 + 4,3 pA (n=17 células de 5 animais). Surpreendentemente, nos
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registros obtidos a partir de animais submetidos ao jejum, as sIPSC exibiram a frequéncia
média de 0,7 + 0,09 Hz e amplitude de 46,9 = 3,4 pA (n=22 células de 8 animais, Figura
13D-F). Dessa forma, observamos que o jejum induziu reducdo significativa tanto na
frequéncia como na amplitude média das sIPSCs em relagdo ao grupo controle. Sugerindo,
portanto, que o déficit de energia em fémeas leva a modulacgao nas vias GABAEérgicas que

atuam em neurdnios kisspeptinérgicos do ARH.
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Figura 13. Efeitos do jejum na atividade neuronal dos neurénios kisspeptinérgicos
localizados no nucleo arqueado do hipotalamo. (A) Representacdo dos tragados voltage-
clamp demonstrando correntes pos-sinapticas excitatérias (SEPSC) e (D) as inibitorias
(sIPSC) dos neurdnios kisspeptinérgicos localizados no nucleo arqueado dos grupos controle
e jejum. (B, E) Grafico de barras demonstrando a variacdo da frequéncia e (C, F) da
amplitude das sEPSC (B, C; n=13/18 células, 6/8 animais por grupo) ou de sIPSC (E, F; n=
17/22 células de 5 animais por grupo) do controle ou jejum. Mean + SEM. * P <0.01, ** P
<0.006.

5.10 Ac¢bes do NPY sobre o potencial de membrana dos neurénios kisspeptinérgicos do
AVPV/PeN.
Em busca de elucidar se os neurdnios kisspeptinérgicos sdo modulados perante o

neurotransmissor orexigeno, analisamos se NPY (100nM) adicionado ao banho exerce
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efeitos sobre 0 RMP e a IR de neur6nios kisspeptinérgicos hipotalamicos. Registros
eletrofisioldgicos realizados em fémeas do grupo controle, demonstraram que 0s neurdnios
Kisspeptinérgicos do AVPV/PeN exibiram RMP médio de -69,6+1,9 mV (variacdo: -51 a -
88 mV) e IR média de 0,8 + 0,09 GQ (variagdo: 0,3 a 1,7 GQ). Dentre as células registradas
observamos que cerca de 83% das células (15 de 18 células obtidas de 9 animais) eram
quiescentes, enquanto que, apenas 17% (3 de 18 células registradas eram ativas, de acordo
com a literatura (Frazdo et al., 2013). A administracdo de NPY ao ACSF, ndo induziu efeito
significativo no RMP ou IR de neur6nios Kisspeptinérgicos localizados no AVPV/PeN
(Figura 14A-C).
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Figura 14. Efeitos do neuropeptideo Y sobre os neur6nios Kisspeptinérgicos do
AVPV/PeN. (A) Representagdo grafica de um registro obtido no current-clamp
demonstrando que o neuropeptideo Y (NPY) ndo modula o potencial de membrana de
repouso (RMP) de neurdnios kisspeptinérgicos localizados nos nucleos anteroventral
periventricular e periventricular anterior (AVPV/PeN). (B) Grafico de barras demonstrando
0 RMP, dos kisspeptinérgicos do AVPV/PeN, (C) a resisténcia de membrana das células
(IR) (n= 18 células de 9 animais) e (D) a frequéncia de potenciais de agdes (fAPS) dos
neurdnios Kisspeptinérgicos do AVPV/PeN (n= 3 células). Média + SEM.
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5.11 AcBes do NPY sobre o potencial de membrana dos neur6énios kisspeptinérgicos do
ARH.

No ARH, os neurdnios kisspeptinérgicos exibiram o0 RMP médio de -52,5 £ 2,5 mV
(variagdo: -40 a -62 mV) e a IR 1,3 £ 0,2 GQ). Cerca de 55% dos neurdnios foram
considerados quiescentes (11 de 20 células ao total) e a e a fAPS foi de 1,9 £ 0,6 Hz o que
corroborou com dados da literatura (Frazao et al. 2013). A administracdo do NPY ao banho
induziu a hiperpolarizacdo de 45% dos neurdnios kisspeptinérgicos registrados no ARH (n=
9 de 20 células obtidas de 9 animais; Figura 15A, B). A hiperpolarizacdo do RMP foi
seguida por diminuicdo significativa da IR e da fAPS (Figura 15C- D). Os demais
neurdnios, ndo responsivos, ndo exibiram variagdo do RMP, IR ou fAPS (Figura 15E-H).

Para elucidar se a hiperpolarizacdo de neurdnios Kisspeptinérgicos mediante ao NPY
depende de APs, novos registros em ACSF contendo bloqueadores sinapticos foram
realizados. As ac¢des do coquetel (TTX + bloqueadores) agiram como o esperado, visto que,
quando adicionado ao ACSF, os neurdnios ndo disparavam APs (Figura 151). Na presenca
de TTX e blogueadores sinapticos 0s neurdnios kisspeptinérgicos do ARH exibiram o RMP
médio de -56.2 £ 1,7 mV (variacdo: -45 a -65 mV) e IR de 1,4 £ 0,2 GQ (variagdo: 0,4 a 2,4
GQ, n= 13 células de 9 animais. A administracdo de NPY na presenca de TTX e
blogueadores sinépticos ndo induziu alteragdes significativas no RMP e IR (Figura 151-K).
Portanto, nossos resultados sugerem que a hiperpolarizacdo induzida pelo NPY em

neurdnios Kisspeptinérgicos do ARH é um efeito indireto dependente de PA.
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Figura 15. Efeitos do neuropeptideo Y sobre os neurdnios kisspeptinérgicos do ARH. (A, E) Representacdo dos tracados current-clamp
demonstrando os efeitos do NPY em neurdnios kisspeptinérgicos localizados no ARH. (I) Representacdo do tracado current-clamp
demonstrando os efeitos do NPY em ACSF contendo tetrodotxina (TTX, 5mM), antagonistas do receptor de aminoacidos: 6-ciano-7-
nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX, 1 mM, 2-amino-5-fosfonovalerato (AP- 5, 10 mM) e picrotoxina (5 mM) em neurdnios Kisspeptinérgicos
do ARH. A linha pontilhada indica o potencial de repouso da membrana. (B, F, J) Grafico de barras demonstrando o potencial de membrana de
repouso (RMP), (C, G, K) a resisténcia de entrada das células (IR) responsivas (n=9 células) e irresponsivas (n= 11 células. Total: 20 células
de 10 animais, ACSF contendo bloqueadores n= 13 células de 9 animais). (D, H) Frequéncia de potenciais de acbes (fAPS) dos neurdnios
kisspeptinérgicos responsivos e irresponsivos do ARH. Média + SEM, ** P <0,004.
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5.12 Efeitos do NPY em neur6nios kisspeptinérgicos no ARH de fémeas em jejum.
Considerando que o jejum é suficiente para modular a atividade elétrica de neurdnios
AgRP/NPY (Blevins e Baskin, 2009, Pedroso et al. 2016), na sequencia verificamos se essa
mudanca seria suficiente para alterar o efeito do NPY em neur6nios kisspeptinérgicos do
ARH. Verificamos que em neurdnios registrados a partir de animais submetidos ao jejum
que o RMP médio foi de -54,54 + 2,5 mV (varia¢do: -40 a 69 mV) e a IR 1,5 + 0,1 GQ
(variacdo: 0,8 a 2,8 GQ, n= 13 células obtidas de 10 animais). Cerca de 40% das células
registradas (n=7 células de 13 células) exibiram AP. A administracdo de NPY ao banho nédo
induziu alteracGes significativas no RMP, IR ou fAps de neurbnios Kisspeptinérgicos do

ARH registrados em fatias encefalicas obtidas de fémeas submetidas ao jejum (Figura 16D).
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Figura 16. Efeitos do neuropeptideo Y sobre os neurénios kisspeptinérgicos de fémeas
submetidas ao jejum. (A) Representacdo grafica de um registro obtido no current-clamp
demonstrando que o neuropeptideo Y (NPY) ndo modula o potencial de membrana de
repouso (RMP) de neurdnios kisspeptinérgicos localizados no nucleo arqueado (ARH). A
linha pontilhada indica 0 RMP. (B) Gréfico de barras demonstrando o RMP, (C) a resisténcia
de membrana das células (IR) (n= 13 células de 10 animais) e (D) a frequéncia de potenciais
de acOes (fAPS) dos neur6nios kisspeptinérgicos do ARH (n= 7 células). Média + SEM.
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5.13 Efeitos do NPY no nucleo ARH de machos

Para verificarmos se a diferenca entre géneros poderia influenciar nos resultados
observados referente a acdo do NPY em células kisspeptinérgicas do ARH, realizamos novos
registros para determinar a acdo deste neuropeptideo em neurénios Kisspeptinérgicos obtidos
de machos adultos ad libitum. Os neurdnios kisspeptinérgicos do ARH exibiram RMP médio
de -55,6 £ 1,5 mV (variagéo: -45 a -66 mV) e IR de 1,5 £ 0,15 GQ (variagdo: 0,5 a 2,8 GQ).
Cerca de 60% dos kisspeptinérgicos do ARH registrados (11 de 18 dos neurdnios obtidos de
7 animais dispararam potencias de ac¢do sendo considerados ativos (fAPS: 1,8 + 0,6 Hz), de
acordo com a literatura (Frazao et al. 2013, Gottsch et al. 2004). A administragdo de NPY
ao banho ndo induziu alteracbes significativas no RMP, IR ou fAps de neurdnios
Kisspeptinérgicos do ARH registrados em fatias encefalicas obtidas de machos (Figura
16D). Sugerindo, portanto, que existe uma diferenca de géneros em relacao a resposta de

neurdnios Kisspeptinérgicos registrados no ARH perante a administracdao de NPY.
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Figura 17. Efeitos do neuropeptideo Y sobre os neurénios kisspeptinérgicos do ARH
de machos. (A) Representacdo grafica de um registro obtido no current-clamp
demonstrando que o neuropeptideo Y (NPY) ndo modula o potencial de membrana de
repouso (RMP) de neurdnios kisspeptinérgicos localizados no nucleo arqueado (ARH). A
linha pontilhada indica 0 RMP. (B) Gréfico de barras demonstrando o RMP, (C) a resisténcia
de membrana (IR) e (D) a frequéncia de potenciais de acbes (fAPS) dos neurdnios
kKisspeptinérgicos do ARH (n= 18 células de 7 animais). Média £ SEM.
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6. DISCUSSAO

E bem descrito na literatura que os neurdnios Kisspeptinérgicos sdo essenciais para a
modulacédo central da fertilidade e reproducédo (de Roux et al. 2003, Seminara et al. 2003,
Funes et al. 2003). Ha evidéncias que sugerem que a interacdo entre os neurdnios POMC,
AgRP/NPY e neurdnios kisspeptinérgicos, pelo menos no ARH, representam a ligagdo entre
0 estado nutricional e o eixo reprodutivo (Fu and van den Pol 2010, Hudson et al. 2022). Os
nossos achados demonstraram que jejum de 24 horas e a FR foram suficientes para alterar o
padrdo do ciclo estral. Porém, um Unico episodio de jejum ou um Unico periodo de FR nao
séo suficientes para afetar a fertilidade das fémeas. Muito embora o jejum tenha induzido o
aumento da expressao de Fos no ARH, como esperado (Wu et al. 2014a, Pedroso et al. 2016,
Furigo et al. 2019), os neurdnios Kisspeptinérgicos ndo coexpressaram a proteina. A
expressao génica das fémeas submetidas ao jejum revelou uma reducdo significativa de
Kissl, Cartp, TH e Pomc e um aumento da expressdo dos genes Agrp e Npy, como
demonstrado na literatura (Ramos - Lobo et al. 2017, Pedroso et al. 2020). A dosagem do
horménio LH néo foi alterado no grupo jejum, no entanto, as fémeas obtiveram aumento dos
niveis de FSH, sendo que, esse aumento ndo esta correlacionado com a citologia vaginal.
Nas andlises eletrofisioldgicas, notamos que o jejum nao modifica o padréo de excitabilidade
excitatoria de neurdnios kisspeptinérgicos do AVPV/PeN e ARH de fémeas, sendo os dados
basais de acordo com a literatura (Frazao et al. 2013, Gottsch et al. 2004). Os registros
analisados das células kisspeptinérgicas do ARH do grupo de fémeas submetidas ao jejum
exibiram modificagdes significativas no padrdo de excitabilidade inibitoria das sIPSC dos
neurdnios kisspeptinérgicos, sugerindo que o jejum pode modular as vias GABAérgicas que
atuam sobre neurbnios Kkisspeptinérgicos do ARH de fémeas. Em 45% das células
Kisspeptinérgicas localizadas no ARH o NPY induziu a hiperpolariza¢do do RMP, efeito que
ndo foi observado em machos, revelando a diferenca entre géneros. O efeito observado na
presenca de bloqueadores evidenciou que a resposta induzida ocorre de forma indireta.
Sendo assim, nossos dados sugerem que neurdnios kisspeptinérgicos do ARH possam ser a
ponte de comunicacdo entre a homeostase energética e eixo reprodutivo.

O estado nutricional, balango energético e adiposidade corporal sdo fatores cruciais
para a maturagdo sexual e reproducéo, pois uma quantidade adequada de reserva energética
é necessaria para a fertilidade (Dunger, Ahmed and Ong 2006, Frisch and McArthur 1974,
Kaplowitz et al. 2001, Martos-Moreno, Chowen and Argente 2010, Roa and Tena-Sempere
2014a, Sanchez-Garrido and Tena-Sempere 2013, Bohlen et al. 2019, Bohlen et al. 2018).
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Na primeira etapa do nosso trabalho, observamos que o jejum de 24 horas diminuiu 0 peso
corporal, a massa magra e gordura corporal, sendo suficiente para prolongar o ciclo estral de
acordo com o que foi descrito anteriormente por Ahima, et al. (1996). Estudos anteriores
demonstraram que o jejum prolongado (48 horas) induz a reducdo significativa da expressao
do RNAm que codifica o gene Kiss1, e afeta o ciclo estral tornando-o prolongado (Matsuzaki
et al. 2011). Demonstramos, portanto, que efeitos semelhantes sdo observados em
camundongos submetidos a jejum de 24 horas. No entanto, a longo prazo, a fertilidade das
fémeas, bem como, o nimero de filhotes por ninhada, ndo foram alterados com uma Unica
intervencdo aguda. Ao investigarmos uma intervengdo diferente que sabidamente induz
diversas adaptacdes para economizar energia, dentre elas, perda de peso corporal além de
supressao dos eixos da tireoide e aumento da secrecao de glicocorticoide (Chan et al. 2003,
Furigo et al. 2019), notamos alteracdo do padrdo do ciclo estral. Entretanto, a longo prazo, a
fertilidade das fémeas nédo foi alterada de forma significativa. Deste modo, as restricoes
agudas sdo transmitidas ao eixo HPG, sendo necessario elucidar se 0s neurbnios
Kisspeptinérgicos fazem parte da via neural que transmitem as alteracdes ao eixo HPG.

Os eventos que iniciam o processo da ovulacdo comegam com 0s aumentos dos
niveis de estradiol que s@o percebidos pelos neurdnios kisspeptinérgicos do AVPV/PeN, que
por sua vez, estimulam os neurdnios GnRH para regular a secrecdo de LH e FSH pela
hipo6fise, no entanto, a ovulacgdo é caracterizada por um evento especifico que depende de
um pico pré-ovulatério de LH (Christian et al. 2010; Goodman et al. 2022). Em ratas, esta
bem estabelecido que, apenas na tarde do proestro, em que ha predominancia de células
epiteliais no lavado vaginal, os neur6nios GnRH apresentam a expressdo de c-Fos,
confirmando a sua atividade neuronal (Lee et al. 1990, Donato et al. 2009). No final da tarde
do proestro, entre a fase do ciclo claro-escuro, surge o pico de LH e simultaneamente, podem
ser detectados aumentos nos niveis de FSH (Smith et al. 1975). Estudos mais recentes
demonstram que além da ativacdo dos neurénios GnRH, hé expressdo de Fos em neurdnios
kisspeptinérgicos localizados no AVPV/PeN de ratas (Mohr et al. 2021). E importante
ressaltar que o padrdo de pico de LH é muito variavel em camundongos (Christian et al.
2010, Czieselsky et al. 2016, Lass et al. 2020). De qualquer forma, a expressdo da proteina
Fos é considerada um marcador da atividade neuronal (Hoffman and Lyo 2002).

No presente estudo, utilizamos a marcacao de Fos para determinarmos se neuronios
Kisspeptinérgicos séo ativados perante o jejum. Ao verificarmos o padrdo de expressdo da

proteina Fos mediante ao jejum no ndcleo ARH, notamos que a expressdo de Fos foi
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detectada em neur6nios localizados proximos ao terceiro ventriculo, representando
potencialmente neurénios AgRP/NPY (Wu et al. 2014a, Pedroso et al. 2016, Furigo et al.
2019). No entanto, demonstramos que neurdnios Kisspeptinérgicos hipotalamicos néo
coexpressaram Fos mediante ao jejum. Sugerindo que interneurénios devem influenciar os
neurdnios kisspeptinérgicos e ou outras vias de sinalizagdo podem ser recrutadas mediante
0 jejum. Em nosso grupo controle observamos que parte dos animais apresentaram aumento
de LH circulante e aumento do peso uterino, corroborando com evidéncias da literatura
(Christian et al. 2010, Czieselsky et al. 2016). Demonstramos ainda que o jejum é suficiente
para prevenir o pico de LH. Na literatura, fémeas submetidas a ovarectomia e ao jejum por
48 horas, também apresentam reducédo dos niveis de LH (Huang et al., 2008). O mesmo foi
encontrado em fémeas ovarectomizadas e submetidas ao jejum curto de 5 horas, sugerindo
que a diminuicdo do LH se deve pela inibicdo dos neurdnios kisspeptinérgicos no ARH e
possivelmente populagdes neurais aferentes as essas células (McCosh et al., 2019). O estudo
de McCosh et al. (2019) revela que apesar da reducdo significativa de LH apos o breve jejum
de 5 horas, além do estresse para coleta seriada, a propria alteracdo metabdlica com
administracdo de insulina ou salina, também pode causar a supressdo de LH. Nos nossos
resultados, aproximadamente 73% das fémeas do grupo jejum apresentaram a
predominéncia de células cornificadas, sem altera¢cGes no peso uterino e nos niveis de LH.
Muito embora, tenhamos verificado um aumento dos niveis de FSH no grupo jejum,
sugerimos gue este achado nao tem correlacdo com a citologia vaginal.

Na investigacdo da expressao génica a partir das microdissecc¢des obtidas da POA,
que potencialmente contém os nucleos AVPV/PeN e microdissec¢Oes adquiridas na area
médio-basal-hipotalamica, que potencialmente contém o ARH, verificamos que houve uma
diminuicdo significativa da expressao génica de Pomc e um aumento da expressao dos genes
Agrp e Npy no ARH de animais submetidos ao jejum, conforme evidenciado anteriormente
(Pedroso et al. 2016). Supreendentemente, nos nossos resultados, a expresséo do gene Th do
ARH foi suprimida em fémeas submetidas ao jejum, sem que houvesse qualquer alteragdo
no AVPV/PeN. Vale ressaltar que a TH participa da sintese de catecolaminas, como a
dopamina e que os neurdnios kisspeptinérgicos do AVPV/PeN sdo em sua maioria
dopaminérgicos e apresentam alta co-expressdo da TH (Simerly et al. 1985, Scott et al.
2015). Neurbnios dopaminérgicos do AVPV/PeN possuem projecdes para 0s neurdnios
GnRH, sugerindo que a dopamina derivada do AVPV/PeN pode influenciar o eixo HPG

(Clarkson e Herbison, 2011, Kumar et al. 2015). Contudo, ndo esta elucidado sobre quais
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acOes a dopamina exerce sobre os neurbnios GnRH. E importante salientar que
camundongos que ndo expressam o gene que codifica a TH especificamente nos neurénios
Kisspeptinérgicos ndo apresentam alteraces no desenvolvimento da puberdade, na
sintese/secrecdo de hormdnios gonodotroficos ou alteracBes da fertilidade (Stephens et al.
2017). Portanto, o significado da reducdo da expressdo do RNAm que codifica a TH
precisara ser melhor investigado. Estudos tém demonstrado uma ligacéo entre os neurénios
Kisspeptinérgicos com os neurdnios AgRP/NPY e POMC que sdo essenciais para 0
metabolismo (Fu and van den Pol 2010, Hudson et al. 2022). Ademais, 0s neurdnios
Kisspeptinérgicos hipotaldmicos tém sido associados com o controle do gasto energético e
saciedade (Marraudino et al. 2017). Sabe-se que a reducdo da ingestdo alimentar esta
associada a a infertilidade (Roa and Tena-Sempere 2014b, Sanchez-Garrido and Tena-
Sempere 2013). De acordo com Castellano et al. (2005) a atividade de neurénios GnRH nao
é modulada diretamente por neurénios AgRP/NPY, reforcando a nossa hipdtese de que o
balanco energético pode potencialmente informar o eixo HPG via neurbnios
Kisspeptinérgicos hipotalamicos.

Ao analisarmos propriedades biofisicas de neurbnios kisspeptinérgicos,
demonstramos que os dados basais (RMP, IR, sEPSC e sIPSC) dos neurdnios
Kisspeptinérgicos registrados no grupo controle, estavam de acordo com o que foi descrito
anteriormente (Frazao et al. 2013, Gottsch et al. 2004). O jejum ndo foi suficiente para
modular as propriedades avaliadas em neurénios kisspeptinérgicos do AVPV/PeN. Por outro
lado, os neurbnios kisspeptinérgicos do ARH exibiram diminuicdo significativa da
frequéncia e amplitude da sIPSC, sugerindo que mediante o jejum ocorre uma modulacéo
da transmissdo GABAérgica pré e pds-sinaptica em neurdnios kisspeptinérgicos do ARH.

A literatura aborda que as células kisspeptinérgicas do ARH excitam diretamente 0s
neurdnios POMC e inibem, de forma indireta, os neurénios AgRP/NPY por vias
glutamatérgicas (Nestor et al. 2016, Qiu et al. 2016). Além disso, 0s neurbnios
Kisspeptinérgicos do ARH se projetam para neurdnios do localizados no ndcleo dorsomedial
hipotalamico (DMN) (Clarkson et al. 2006) e excitam o0s neurdnios por via glutamatérgica
para o controle do gasto de energia (Bosch et al. 2012, Rezai-Zadeh et al. 2014). Enquanto
que, os neurdnios kisspeptinérgicos do AVPV/PeN também se projetam para 0o DMN e para
o0 nucleo hipotaldmico paraventricular (PVH), no entanto, exercem os efeitos opostos por via
GABAérgica, sob a presencga de altos niveis circulantes de estradiol. Ainda é importante

salientar que os neurénios AgRP/NPY localizados no ARH projetam-se para 0s nucleos
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PVH e DMH para os neurdnios de segunda ordem sob condigdes de alta demanda energética
como por exemplo, na lactacdo (Valassi et al. 2008). Portanto, novas investigacdes sdo
necessarias para desvendar quais neurénios (ou populagcdes neuronais) em contrapartida
modulam os neur6nios kisspeptinérgicos do ARH de camundongos submetidos ao jejum.
Nas nossas investigacdes eletrofisioldégicas com a adicdo do NPY ao banho,
verificamos que o NPY ndo modulou a RMP ou IR dos neurbnios kisspeptinérgicos do
AVPV/PeN. Em contrapartida, no ndcleo ARH, 45% dos neurdnios kisspeptinérgicos
hiperpolarizaram com o NPY adicionado ao ACSF. Diante disto, cabe ressaltar que
recentemente, Coutinho et al (2020) demonstrou que 0s neurdnios Kisspeptinérgicos
localizados no AVPV/PeN e ARH sé&o modulados pelos neurénios AGRP/NPY, o que resulta
em inibicdo da secrecdo de LH e interrupcdo da ciclicidade estral (Padilha et al. 2008). A
hiperpolarizagdo encontrada em 45% dos neurdnios kisspeptinérgicos muito possivelmente
trata-se de uma resposta indireta, visto que, o efeito ndo persistiu na presenca de TTX e
bloqueadores sinapticos. Surpreendentemente, nas nossas evidencias, 0 NPY nao modulou
as propriedades biofisicas de neurdnios kisspeptinérgicos do grupo jejum, ressaltando a
complexidade dos circuitos envolvidos entre os neurdnios Kkisspeptinérgicos e o estado
nutricional (Rennekleiv et al. 2022). Aléem disso, observamos que 0s neurdnios
kisspeptinérgicos do ARH de machos ad libitum ndo respondem ao NPY. Olofsson e
colaboradores (2004) evidenciaram o estrogénio regula os neurénios AgRP/NPY, contudo,
esses neurdnios oxerigenos nao expressam o ERa no hipotalamo de camundongos, sugerindo
a regulacdo indireta por meio de interneurénios que expressam ERa. Futuros estudos serdo
necessarios para investigar a importancia fisioldgica no dimorfismo observado em relacéo a
resposta indireta do NPY em neur6nios kisspeptinérgicos do ARH. Além disso, novos
estudos serdo necessarios para determinar qual grupamento neuronal recebe informacao
direta de neurénios AGQRP/NPY e em contrapartida inibe os neurdnios kisspeptinérgicos do
ARH em uma situacdo ad libitum apenas em fémeas. Apos a identificagdo dos grupamentos
especificos sera interessante ainda determinar quais tipos de receptores ao qual o NPY se

liga sdo responsaveis pela hiperpolarizacdo observada.
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7. CONCLUSAO

Nossos dados sugerem que estimulos agudos sdo suficientes para que ocorra
alteracdes do ciclo estral, expressao génica e secrecdo de hormonios gonadotréficos. A
longo prazo um Unico estimulo agudo néo é suficiente para afetar a fertilidade. No entanto,
0 jejum de 24 horas induz alteragbes significativas na atividade dos neurdnios
Kisspeptinérgicos do ARH. Dessa forma, de acordo com a hipdtese formulada, concluimos
gue neurdénios Kisspeptinérgicos do ARH compbem a via neural através da qual informacdes
sobre o estado nutricional sdo transmitidas ao eixo HPG, de acordo dados recentes da
literatura. Nossos achados abrem ainda novas perspectivas para explorar as agdes dos
neurdnios AgRP/NPY sobre os neurdnios Kisspeptinérgicos do ARH e se essa a regulacao é

dependente de estrogenos.
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Keywards: Hypothalamic kisspeptin neurons are the primary modulators of gonadotropin-releasing hormone (GnRH)
Hissl neurons. It has been shown that circadian rhythms driven by the suprachiasmatic nucleus (SCN) contribute to

::g“’“f“]m“’ GnRH secretion. Kisspeptin neurons are potential targets of SCN neurons due to reciprocal connections with the
Sex ::mp::—’ antercveniral periventricular and rostral periventricular nuclei (AVPV/PeN) and the arcuate nucleus of the

hypothalamus (ARH). Vasoactive intestinal peptide (VIF), & notable SCN neurotransmirter, modulates GnRH
secrefion depending on serum estradiol levels, aging or time of the day. Considering that kisspeptin neurons may
act as interneurons and mediate VIP's effects on the reproductive axis, we investigated the effects of VIP on
hypothalamic kisspeptin neurons in female mice during estrogen negative feedback. Our findings indicate that
VIP induces a TTX-independent depolarization of approximately 30% of AVPV/PeN kisspeptin neurons in gonad-
intact (diestrus) and ovariectomized (OVX) mice. In the ARH, the percentage of kisspeptin neurons that were
depolarized by VIP was even higher (approximately 90%). An intracerebroventricular infusion of VIP leds to an
increased percentage of kisspeptin neurons expressing the phospho™™'*? cAMP-response-element-binding protein
(pCREB) in the AVPFV/PeN. On the other hand, pCREB expression in ARH kisspeptin neurons was similar between
saline- and VIP-injected mice. Thus, VIP can recruit different signaling pathways to modolate AVPV, PeN or ARH
kisspeptin neurans, resulting in distinet cellular responses. The expression of VIP receptors (VPACR) was upre-
gulated in the AVPV/PeN, but not in the ARH, of OVX mice compared to mice on diestrus and estradiol-primed
OVX mice. Our findings indicate that VIP directly influences distinct cellular aspects of the AVPV/PeN and ARH
kisspeptin neurcns during estrogen negative feedback, possibly to influence pulsatile LH secretion.

1. Introduction neurans by SCN terminals (de la Iglesia et al., 1995; Van Der Beek et al.,
1 van der Beek et al, 1993), and the second and third refer to
reciprocal connections between the SCN and the anteroventral peri-

ventricular nucleus (AVPV) and the arcuate nucleus of the hypothala-

The precvulatory peak of the luteinizing hormone (LH) occurring in
the late afternoon of proestrus in rodents is synchronized by circadian

cues (Bronson and Vom Saal 1979 Christian et al., 2005). The supra-
chiasmatic nucleus (SCN), which drives circadian rhythms, is comprised
of a complex and heterogeneous population of cells that are responsible
for the synthesis and release of various biogenic amines and neuropep-
tides, including the vasoactive intestinal peptide (VIP) (Moore and Speh
19493; Moore et al, 200Z). SCN cells modulate the activity of
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) neurons by at least three main
mechanisms. The first mechanism involves direct innervation of GnRH

mig (ARH) (Abrahamson and Moore 2001; Gu and Simerly 1997; Hahn
and Coen 2006; Saeb-Parsy et al., 2000; Simerly and Swanson 1987,

Der Beek et al., 1997; Vida et al., 2010; Watson et al., 1995; Winter-
mantel et al., 2006; Yi et al., 2006).

It is well known that the AVPV and the rostral periventricular
nucleus (here referred to as AVPV/PeN) and the ARH are composed of
various cell types, including Kiss1-expressing cells, known as kisspeptin
neurans (Gottsch et al, 2004). Kisspeptin neurons coexpress the
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Abstract

Hypophysiotropic somatostatin (S5T) neurons in the periventricular
hypothalamic area express growth hormone (GH) receptor (GHR) and are
frequently considered as the key neuronal population that mediates the
negative feedback loop controlling the hypothalamic-GH axis. Additionally,
insulin-like growth factor-1 (IGF-1) may also act at the hypothalamic level to
control pituitary GH secretion via long-loop negative feedback. However, to the
best of our knowledge, no study so far has tested whether GHR or IGF-1
receptor (IGF1R) signaling specifically in S5T neurons is required for the
homeostatic control of GH secretion. Here we show that GHR ablation in 55T
neurons did not impact the negative feedback mechanisms that control
pulsatile GH secretion or body growth in male and female mice. The sex
difference in hepatic gene expression profile was only mildly affected by GHR
ablation in S5T neurons. Similarly, IGF1R ablation in SST neurons did not affect
pulsatile GH secretion, body growth, or hepatic gene expression. In contrast,
simultaneous ablation of both GHR and IGF1R in SST-expressing cells increased
mean GH levels and pulse amplitude in male and female mice, and partially
disrupted the sex differences in hepatic gene expression. Despite the increased
GH secretion in double knockout mice, no alterations in body growth and serum
or liver IGF-1levels were observed. In summary, GHR and IGF1R signaling in
55T neurons play a redundant role in the control of GH secretion. Furthermore,
our results reveal the importance of GH/IGF-1 negative feedback mechanisms
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Growth hormone (GH) deficiency is a common cause of late sexnal maturation and fertility issues. To determine
whether GH-induced effects on reproduction are sssociated with alterations in hypothalamic kisspeptin system,
we sindied the male reproduction in two distinet GH deficiency mouse models. In the first model, mice present
GH deficiency secondary to arcuate mucleus of the hypothalamuos (ARH) lesions induced by posnatal mono-
sodium glutamate (MSG) injections. MSG-induced ARH lesions led to significant reductions in hypothalamic
Ghrii mRNA expression and consequently growth. Hypothalamic Kiss] mRNA expression and Kissl-expressing
cells in the ARH were disrupted in the MSG-treated mice. In contrast, kisspeptin immunoreactivity remained
preserved in the anterowveniral periventricular and rostral periventricular nuclei (AVPV/PeN) of MSG-treated
mice. Importantly, ARH lesions caused late sexual maturation and infertility in male mice. In our second
mouse model, we studied animals profound GH deficiency due to a loss-of-function mutation in the Ghriir gene
(Ghrir™™ mice). Interestingly, although Ghriv"™™ mice exhibited late puberty onset, hypothalamic Kiss] mRNA
expression and hypothalamic kisspeptin fiber density were normal in Ghrir'™™ mice. Despite presenting
dwarfism, the majority of Ghrir™™ male mice were fertile. These findings sugzest that spontaneons GH defi-
ciency during development does not compromise the kisspeptin system. Furthermore, ARH Kissl-expressing
neurons are required for fertility, while AVPV,/PeN kisspeptin expression is sufficient to allow maturation of the

hypothalamic-pituitary-gonadal axis in male mice.

1. Introduction

Normal somatotropic axis development is essential for sexual
maturation. Previous studies have shown that disturbances in growth
hormone (GH) secretion contribute to puberty dysfunctions, which can
eventually culminate in infertility [1-11]. Pituitary GH secretion is
regulated by hypothalamic neurons that modulate the activity of so-
matotropic cells. In turn, GH acts in the liver to control insulin-like
growth factor-1 (IGF-1) synthesis [12,13]. GH and/or IGF-1 can influ-
ence reproductive function by acting on different hypothalamie-
pituitary-gonadal (HPG) axis components. In the gonads, GH and/or
IGF-1 promotes steroidogenesis, enhances gonadotropin sensitivity and
exerts stimulatory action on spermatogencsis and follicular develop-
ment [14-16]. In the pituitary, gonadotrophs are direct targets of GH

17-19]. Consistent with the role of the GH-IGF-1 axis regulating
reproduction, GH receptor (GHR) knockout mice exhibit a reduced
number of ovarian follicles, delayed testicular development and
diminished fertility [6,11,20-22]. IGF-1 knockout mice show a signifi-
cant reduction in FSH receptor expression and exhibit delayed gonadal
development and infertility [23,24]. GH deficient rats exhibit less severe
reproduction impairments, presenting normal testicular steroidogenesis
and spermatogenesis [25]. However, depending on the animal model,
such as mice, GH deficiency leads to subfertility or infertility [25-27].

It has been proposed that GH can also regulate the central compo-
nents of the HPG axis since GH induces the phosphorylation of signal
transducer and activator of transcription 5 (pSTATS) in several hypo-
thalamic nuclei involved in the control of reproduction, including the
arcuate nucleus of the hypothalamus (ARH) and anteroventral
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1 | INTRODUCTION

Catecholaminergic reuranes are found in numerous brain areas and
play important roles regulating different physiological aspects, in-
cluding arousal, the sympathetic nervous system, motivation/reward,

| Raphael E. Szawka®

| Jose Donato Jr'

Abstract

Arcuate nucleus (ARH) dopaminergic neurones regulate several biological functions,
including prolactin secretion and metabolism. These cells are responsive to growth
hormone (GH), although it is still unknown whether GH action on ARH dopaminer-
gic neurones is required to regulate different physiological aspects. Mice carrying
specific deletion of GH receptor (GHR) in tyrosine hydroxylase (TH)- or dopamine
transporter (DAT)-expressing cells were produced. We investigated possible changes
in energy balance, glucose homeostasis, fertility, pup survival and restraint stress-
induced prolactin release. GHR deletion in DAT- or TH-expressing cells did not cause
changes in food intake, energy expenditure, ambulatory activity, nutrient oxidation,
glucose tolerance, insulin sensitivity and counter-regulatory response to hypogly-
caemia in male and female mice. In addition, GHR deletion in dopaminergic cells
caused no gross effects on reproduction and pup survival. However, restraint stress-
induced prolactin release was significantly impaired in DAT- and TH-specific GHR
knockout male mice, as well as in pegvisomant-treated wild-type males, whereas an
intact response was observed in females. Patch clamp recordings were performed in
ARH DAT neurones and, in contrast to prolactin, GH did not cause acute changes in
the electrical activity of DAT neurones. Furthermore, TH phosphorylation at Ser®”
in ARH neurones and median eminence axonal terminals was not altered in DAT-
specific GHR knockout male mice during restraint stress. In conclusion, GH action in
dopaminergic neurones is required for stress-induced prolactin release in male mice,
suggesting the existence of sex differences in the capacity of GHR signalling to affect

prolactin secretion. The mechanism behind this regulation still needs to be identified.

KEYWORDS
dopamine transporter, hypothalamus, pituitary, tuberoinfundibular dopaminergic, tyrosine
hydroxylase

locomotion, metabolism and the reuroendocrine axes.! Dopamine,
noradrenaline and adrenaline are the final products of the catechal-
amine biosynthesis, depending on the expression of specific enzymes
that allow the synthesis of each of these substances.” Tyrosine hydrox-
ylase {TH) is the rate imiting enzyme in the catecholamine biosynthesis
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Abstract

Previous studies indicate that leptin receptor (LepR) expression in GABAergic
neurons is necessary for the biological effects of leptin. However, it is not clear
whether LepR expression only in GABAergic neurons is sufficient to prevent the
metabolic and neurcendocrine imbalances caused by LepR deficiency. In the
present study, we produced mice that express the LepR exclusively in
GABAergic cells (LepR"“"” mice) and compared them with wild-type (LepR"")
and LepR-deficient (LepR™"*") mice. Although LepR"““"" mice showed a
pronounced reduction in body weight and fat mass, as compared with
LepR"™""" mice, male and female LepR"*"" mice exhibited an obese phenotype
relative to LepR"'" mice. Food intake was normalized in Lleplll‘":“'LT mice; however,
LepR"*"" mice still exhibited lower energy expenditure in both sexes and
reduced ambulatory activity in the females, compared with LepR"* mice. The
acute anorexigenic effect of leptin and hedonic feeding were normalized in
LepR"*"" mice despite the hyperleptinemia they present. Although LepR"*"
mice showed improved glucose homeostasis compared with LepR™"™" mice,
both male and female LepR"“" mice exhibited insulin resistance. In contrast,
LepR expression only in GABAergic cells was sufficient to normalize the density
of agouti-related peptide (AgRP) and «-MSH immunoreactive fibers in the
paraventricular nucleus of the hypothalamus. However, LepR"™" mice
exhibited reproductive dysfunctions, including subfertility in males and
alterations in the estrous cycle of females. Taken together, our findings indicate
that LepR expression in GABAergic cells, although critical to the physiology of
leptin, is insufficient to normalize several metabolic aspects and the

reproductive function in mice.

Keywords: cytokines, diabetes, food intake, hypothalamus, obesity, VGAT
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Abstract: Obesity-associated low-grade inflammation favors weight gain, whereas systemic infection
frequently leads to anorexia. Thus, inflammatory signals can either induce positive or negative
energy balance. In this study, we used whole-cell patch-clamp to investigate the acute effects
of three important proinflammatory cytokines, tumor necrosis factor o (TNF-a), interleukin-6,
and interleukin-1f (IL-1) on the membrane excitability of agouti-related peptide (AgRP)- or
proopiomelanocortin (POMC)-producing neurons. We found that both TNF-ac and IL-1B acutely
inhibited the activity of 35-42% of AgRP-producing neurons, whereas very few POMC neurons
were depolarized by TNF-o.. Interleukin-6 induced no acute changes in the activity of AgRP or
POMC neurons. Our findings indicate that the effect of TNF-a and IL-1p, especially on the activity of
AgRP-producing neurons, may contribute to inflammation-induced anorexia observed during acute
inflammatory conditions.

Keywords: cytokines; inflammation; interleukin-6; obesity; POMC; sepsis

1. Introduction

The hypothalamus is a brain structure responsible for the regulation of numerous visceral functions,
including the control of body temperature, autonomic nervous system, and feeding behavior, among
others [1]. Particularly regarding the regulation of energy homeostasis, hypothalamic lesions can
produce striking changes in hunger and body weight [2,3]. Several hypothalamic nuclei are involved
in the central control of metabolism, even though a well-characterized population is composed of
neurons located in the ventral aspects of the third ventricle. In rodents, this area is called the arcuate
nucleus (ARH) and is composed of several neurochemically defined neuronal populations [4-7]. In the
ventromedial aspects of the ARH, there is a great number of neurons co-expressing agouti-related
peptide (AgRP) and neuropeptide ¥ (NPY) [8]. AgRP/NPY-producing neurons are powerful inducers
of hunger, and their activation leads to weight gain [9,10]. A different group of neurons are spread over
the lateral part of the ARH and they express proopiomelanocortin (POMC), which is a prohormone
cleaved into different peptides, including a-melanocyte-stimulating hormone [11,12]. In contrast to
AgRF/MNPY-expressing cells, POMC neurons generally promote satiety [13,14].

An important aspect of ARH neurons is that they are very close to the median eminence, which is
one of the circumventricular organs of the brain. Therefore, this region possesses a blood-brain barrier
less selective than that in other brain areas [15]. Consequently, ARH neurons are exposed to circulating
factors such as hormones, cytokines, nutrients, and toxins [15,16]. On the one hand, this characteristic

Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, B928; doi:10.339)ijms21235928 www.mdpi.com/fjournal/fijms
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Abstract

AgRP neurons are important players in the control of energy homeostasis and are Key Words
responsive to several hormanes. In addition, STATS signalling in the brain, which is » neuroendocrine
activated by metabolic hormones and growth factors, modulates food intake, body fat
and glucose homeostasis. Given that, and the absence of studies that describe STATS
function in AgRP cells, the present study investigated the metabolic effects of Stat5a/b
gene ablation in these neurons. We observed that STATS signalling in AgRP neurons » POMC
regulates body fat in female mice. However, male and female STATS-knockout mice did
not exhibit altered food intake, energy expenditure or glucose homeostasis compared
to control mice. The counter-regulatory response or glucoprivic hyperphagia induced
by 2-deoxy-o-glucose treatment were also not affected by AgRP-specific STATS ablation.
However, under 60% food restriction, AgRP STATS-knockout mice had a blunted
upregulation of hypothalamic Agrp mRNA expression and corticosterone serum levels
compared to control mice, suggesting a possible role for STATS in AgRP neurons for
neurcendocrine adaptations to food restriction. Interestingly, od libitum fed knockout
male mice had reduced Pomc and Ucp-7T mRNA expression compared to control group.
Taken together, these results suggest that STATS signalling in AgRP neurons regulates
body adiposity in fernale mice, as well as some neuroendocrine adaptations to food
restriction.

adaptatian
> energy expenditure
» food intake
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Introduction

The arcuate nucleus of the hypothalamus (ABH) is an  performed in the hypothalamus revealed an important

important sensory relay from peripheral signals to the  heterogeneity of ARH cells indicating that additional

central nervous system (CNS) receiving information about  investigations are necessary to  fully characterize

the availability of fuel sources. As a consequence, ARH
neurons coordinate appropriate adaptive responses, for
example, regulating food intake and energy expenditure

(Konner et al. 2009). Recently, single-cell analysis

hypothalamic regulations of body energy homeostasis
(Lanfray & Richard 2017, Romanov ef al. 2017). Among
the approximately 50 transcriptionally distinct ARH
cell populations, several agouti-related protein (AgRP),
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