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RESUMO 

 

Sabe-se que o estado nutricional afeta a reprodução, pois uma quantidade adequada 

de energia é necessária para o início da puberdade e a fertilidade. A regulação da ingestão 

alimentar é modulada pela leptina, que age no núcleo arqueado do hipotálamo (ARH), 

inibindo a síntese de neurotransmissores orexígenos neuropeptídio Y (NPY) e o peptídeo 

relacionado com Agouti (AgRP) e estimulando os anorexígenos pró-opiomelanocortina 

(POMC). No ARH, encontram-se também a população de neurônios kisspeptinérgicos, 

considerados os neuromoduladores mais importantes dos neurônios que sintetizam o 

hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH). Estudos eletrofisiológicos evidenciaram que 

as kisspeptinas são capazes de excitar diretamente os neurônios POMC e, inibir os neurônios 

AgRP. No entanto, os mecanismos neurais pelos quais a homeostase energética afeta a 

reprodução não são completamente elucidados. O objetivo do trabalho foi verificar se o 

jejum de 24 horas afeta as funções reprodutivas mediante a modulação da atividade de 

neurônios kisspeptinérgicos hipotalâmicos. Utilizamos estratégias neuroanatômicas e 

eletrofisiológicas para determinar os efeitos do jejum ou da restrição calórica, em inglês food 

restriction (FR), sobre o ciclo estral e fertilidade. Fêmeas 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 após os testes (jejum ou 

FR). As fêmeas do grupo jejum e FR apresentaram mudanças significativas no peso corporal 

e ciclo estral, mas sem alterações na reprodução. O jejum induziu aumento da expressão da 

c-Fos no ARH, mas sem colocalização com neurônios kisspeptinérgicos. No ARH, o jejum 

induziu a redução de genes como Kiss1, Cartp, Th e Pomc e o aumento da expressão dos 

genes Agrp e Npy. Além disso, o jejum suprimiu o pico de secreção do hormônio luteinizante 

(LH) esperado na tarde de proestro e, induziu o aumento significativo do hormônio folículo 

estimulante (FSH), sem correlação direta com modificações esperadas no ciclo estral. Para 

determinarmos se as alterações observadas eram acompanhadas por modulação da atividade 

de neurônios kisspeptinérgicos realizamos experimentos eletrofisiológicos. Não foram 

observadas alterações significativas na atividade de neurônios kisspeptinérgicos do núcleo 

anteroventral periventricular e periventricular anterior (AVPV/PeN). No entanto, ao 

registrarmos as correntes pós-sinápticas inibitórias (sIPSC) em células kisspeptinérgicas do 

ARH de fêmeas, verificamos que o jejum diminuiu a frequência e amplitude das sIPSC, 

sugerindo que o jejum é suficiente para modular a transmissão GABAérgica que atua sobre 

neurônios kisspeptinérgicos do ARH de fêmeas. Demonstramos ainda que a administração 



 

 

de neuropeptídio Y (NPY, 100nM) em fêmeas mantidas com ração ad libitum induz a 

hiperpolarização do potencial de membrana apenas de neurônios kisspeptinérgicos do ARH, 

sendo esse efeito bloqueado por antagonistas de receptores GABAérgicos, glutamatérgicos 

e tetrodotoxina. Nossos achados sugerem que neurônios kisspeptinérgicos do ARH 

compõem a via neural através da qual alterações de gasto energético são transmitidas ao eixo 

hipotálamo-hipófise-gônadas.  

 

Palavras-chave: Eletrofisiologia. Hipotálamo. Kisspeptina. Gasto energético. Reprodução  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

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 Kiss1, 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 kisspeptinergic neurons, we performed 

electrophysiological experiments. In general, no significant changes were observed in the 

activity of kisspeptinergic 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. INTRODUÇÃO 

1.1. Importância das kisspeptinas no eixo reprodutivo 

O eixo hipotálamo-hipófise-gonadal (HPG) é essencial na regulação da reprodução 

e fertilidade. Os neurônios que sintetizam o hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) 

localizados na área pré-óptica medial modulam a regulação central da fertilidade. O GnRH 

estimula a síntese e liberação de gonadotrofinas hipofisárias: o hormônio luteinizante (LH) 

e hormônio folículo-estimulante (FSH) que por sua vez estimulam a gametogênese e síntese 

de esteroides pelas gônadas (Haisenleder et al. 2008). É importante destacar que os neurônios 

GnRH expressam o receptor ao qual as kisspeptinas se ligam, o Kiss1r (Messager et al. 

2005). As kisspeptinas, produto do gene Kiss1, são consideradas os neuromoduladores mais 

importantes dos neurônios GnRH, e coexpressam o receptor de estrógeno α (ERα) (Han et 

al. 2005, Smith et al. 2005, Lee et al. 1996, Lehman et al. 2018). Humanos e camundongos 

com mutações no gene que codifica o receptor ao qual as kisspeptinas se ligam, bem como, 

no gene Kiss1, apresentam hipogonadismo hipogonadotrófico sendo inférteis, demonstrando 

que a interação entre as kisspeptinas e os neurônios GnRH desempenha um papel essencial 

na reprodução (de Roux et al. 2003, Seminara et al. 2003, Funes et al. 2003). A primeira 

identificação do gene Kiss1 foi como um gene supressor de metástase 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 peptídeo de tradução do gene Kiss1 com 54 

aminoácidos na placenta humana como um ligante endógeno do receptor GPR54, um 

receptor acoplado a proteína G, atualmente denominado como Kiss1r (Han, Gottsch et al. 

2005, Lehman et al. 2018). A proteína kisspeptina é uma proteína hidrofílica que sofre uma 

clivagem proteolítica com uma transferência de um grupo NH2 (amino) para a sua porção 

carboxi-terminal. Também foram descritos outros fragmentos menores da proteína, como a 

kisspetina-10 e kisspeptina-13 (Kotani et al. 2001, Lee et al. 1996, Stafford et al. 2002, 

Ohtaki et al. 2001).  

Neurônios kisspeptinérgicos estão localizados ou distribuídos nos núcleos 

periventricular anteroventral e porção rostral do periventricular anterior (AVPV/PeN), além 

do núcleo arqueado do hipotálamo (ARH), dentre outras áreas encefálicas (Popa SM et al. 

2005, Lehman, Hileman and Goodman 2013). No AVPV/PeN, os neurônios 

kisspeptinérgicos são considerados essenciais na indução do pico de LH fazendo parte dos 

mecanismos de retroalimentação positiva no eixo reprodutivo e modulando o ciclo estral e a 

ovulação de roedores (Gu, Varoqueaux e Simerly, 1999, Lehman et al. 2018). Neurônios 
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kisspeptinérgicos do AVPV/PeN coexpressam o receptor de estrógeno α (ERα) e possuem 

conexões com o núcleo supraquiasmático (NSQ), o centro de regulação dos ritmos 

circadianos. Estudos apontam que estímulos circadianos também podem modular o ciclo 

ovulatório (Gu, Varoqueaux e Simerly, 1999, Stephens et al. 2015). O NSQ sintetiza os 

neurotransmissores clássicos: a vasopressina (Jin et al. 1999) e o peptídeo intestinal 

vasoativo (VIP) (Moore and Speh 1993, Moore et al. 2002). No período diurno ou noturno, 

a vasopressina aumenta os disparos de ação dos neurônios kisspeptinérgicos no AVPV/PeN, 

servindo como sinal de integração circadiano para o pico de LH (Piet et al. 2015). O VIP é 

capaz de modular a secreção de GnRH dependendo dos níveis de estradiol no sangue, 

envelhecimento ou hora do dia (Christian and Moenter 2008, Piet et al. 2016, Samson et al. 

1981). O nosso laboratório demonstrou que que o VIP atua diretamente em neurônios 

kisspeptinérgicos, sendo que cerca de 30% dos neurônios AVPV/PeN e 90% nos neurônios 

kisspeptinérgicos do ARH despolarizam mediante a administração de VIP ao banho 

(Mansano et al. 2022).  

Adicionalmente, os núcleos AVPV/PeN recebem projeções do núcleo pré-mamilar 

ventral (PMv) que está localizado dorso-lateralmente ao ARH, os neurônios dessa região 

também expressam o receptor de ERα e de receptor de leptina (LepR), portanto, sofrem 

influencias de hormônios circulantes (Simerly, 1990, Elias et. Al, 2000, Elias et. al, 2001, 

Cara et al., 2020). Em ratos, lesões no PMv causaram alterações semelhantes ao efeito da 

diminuição da concentração de leptina via privação de alimento, o que acarreta em redução 

dos níveis de estradiol e LH (Gruaz et al. 1998, Terry et al. 2005). Donato e colaboradores 

(2011) demonstraram que animais que não expressam o LepR, sofrem atraso no início da 

puberdade e são inférteis. No entanto, a re-expressão específica de LepR no PMv de fêmeas 

restabelece o início da puberdade e fertilidade desses animais. Demonstrando a importância 

da sinalização da leptina no PMv para a fertilidade. Os neurônios do PMv realizam sinapses 

e modulam neurônios kisspeptinérgicos do AVPV e ARH, que por sua atuam na liberação 

de GnRH regulando a reprodução em camundongos fêmeas (Ross et al. 2018). 

Os neurônios kisspeptinérgicos localizados no ARH co-expressam de forma robusta 

mais dois neuropeptídios além das kisspeptinas: a Neurocinina B (NKB) e Dinorfina (Dyn) 

A, por isso são denominados como neurônios KNDy (Goodman et al. 2007, Navarro et al. 

2009, Lehman et al. 2010, Wakabayashi et al. 2010).  Vale frisar que em humanos, não foi 

demonstrada a co-expressão da Dyn em neurônios kisspeptinérgicos (Hrabovszky et al. 

2012, Skrapits et al. 2015, Göcz et al. 2022). Sabe-se que fibras dos neurônios 
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kisspeptinérgicos se projetam para a área pré-óptica e eminência mediana, estando em 

aposição direta com os corpos celulares e principalmente com os terminais dos neurônios 

GnRH, respectivamente (Canteras et al. 1994, Simonian, Spratt e Herbison 1999, Yip et al. 

2015). Nos terminais dos neurônios GnRH a kisspeptina é capaz de estimular a atividade 

desses neurônios (d'Anglemont et al. 2008; Glanowska e Moenter 2015). Estudos 

eletrofisiológicos apontam que essencialmente todos os neurônios os KNDy em 

camundongos são excitados ou inibidos por NKB e Dyn A, respectivamente (de Croft et al. 

2013, Ruka et al. 2013) e experimentos optogenéticos mostram que os neurônios KNDy 

comunicam-se entre si para modular o GnRH (Qiu et al. 2016). As evidências apontam que 

os neurônios kisspeptinérgicos tanto do AVPV/PeN quanto do ARH podem influenciar 

diretamente as atividades dos neurônios GnRH   Estudos apontam a importância dos 

neurônios KNDy no controle da secreção pulsátil de LH em diversas espécies de mamíferos 

(Navarro et al. 2009, Jayasena et al. 2014, Han et al. 2015, Goodman et al. 2022), bem como 

na regulação de neurotransmissores não diretamente relacionados aos neurônios GnRH, tais 

como a dopamina e neuropeptídios do núcleo ARH (Backholer et al. 2010; Fu and van den 

Pol 2010; Szawka et al.,2010). Contudo, vale frisar que as funções fisiológicas dos neurônios 

KNDy não estão completamente elucidadas. 

 

1.2. Eixo reprodutivo e balanço energético 

O estado nutricional afeta diretamente a reprodução, pois uma quantidade adequada 

de reserva energética é necessária para maturação sexual adequada, manutenção da 

ciclicidade estral e fertilidade (Roa and Tena-Sempere 2014b, Sanchez-Garrido and Tena-

Sempere 2013). Entretanto, como as vias neurais que regulam o balanço energético 

informam o eixo HPG sobre o estado nutricional ainda não está completamente esclarecido.  

A regulação da ingestão de alimentos e o balanço energético são modulados devido 

à ação do hormônio denominado leptina em populações hipotalâmicas específicas (Bohlen 

et al. 2016, Ahima et al. 1996, Cheung et al. 1997, Tena-Sempere 2007). Em situações 

normais o aumento dos níveis circulantes de leptina, leva a um sinal de feedback negativo 

no sistema nervoso central (SNC), resultando em diminuição da ingestão 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 função elementar no eixo neuroendócrino 

(Ahima et al. 1996, Barash et al. 1996, Chehab, Lim and Lu 1996). Em um estudo em que 

camundongos fêmeas pré-púberes foram tratadas com leptina recombinante, observou-se 
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que o início da puberdade aconteceu precocemente (Ahima et al. 1997). Por outro lado, 

camundongos que não secretam a leptina são obesos e além de outros problemas 

metabólicos, inférteis (Wu et al. 2014b). Entretanto, após a reposição da leptina, nota-se que 

estes animais apresentam redução da ingestão 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 síntese 

e/ou secreção de neurotransmissores orexígenos: neuropéptido Y (NPY) e o peptídeo 

relacionado ao Agouti (AgRP) (Friedman 2000) e, estimulando neurônios que sintetizam a 

pró-opiomelanocortina (POMC). A POMC é um composto que é precursor do hormônio 

estimulador de melanócito (α-MSH ou α-melanocyte-stimulating hormone), do transcrito 

regulado por cocaína e anfetamina (CART ou cocaine- andamphetamine- regulated 

transcript), que possuem propriedade anorexígena e, além disto, atua inibindo os neurônios 

AgRP/NPY (Matteri et al. 2001) (Figura 1). Os neurônios POMC também sintetizam 

peptídeos bioativos, incluindo a corticotrofina que atua na manutenção do córtex adrenal 

(Hill et al. 2010) e a β-endorfina que influencia em diversas áreas, como no sistema 

metabólico, imune, cardiovascular e reprodutivo (Mc Arthur et al. 1985). Os neurônios 

POMC, uma vez ativados, liberam o α-MSH, que interage com os receptores de 

melanocortina (MC3 e MC4) levando à supressão da ingestão de alimentos e promoção do 

gasto energético (Cowley et al. 1999). Os neurônios POMC e AgRP/NPY têm funções 

contra-regulatórias sobre o controle da ingestão de alimentos, a leptina exerce respostas 

distintas nos neurônios que sintetizam estes peptídeos, inibindo a atividade dos neurônios 

AgRP/NPY e estimulando a atividade dos neurônios POMC. Dessa maneira, em situações 

fisiológicas, quando há maior concentração plasmática de leptina os neurônios AgRP/NPY 

são inibidos e os anorexígenos ficam mais ativos, diminuindo a ingestão alimentar. Porém, 

quando a concentração de leptina é menor, os neurônios anorexígenos não são estimulados 

por esse hormônio e os neurônios orexígenos deixam de ser inibidos, induzindo o aumento 

da ingestão alimentar (Bouret and Simerly 2004, Mizuno and Mobbs 1999, Bouret, Draper 

and Simerly 2004). Além disto, os peptídeos AgRP/NPY atuam como antagonista endógeno 

dos receptores de melanocortina, confirmando o papel conjunto de ambas populações 

neuronais na regulação do comportamento alimentar (Aponte, Atasoy and Sternson 2011, 

Cone et al. 1996, Ollmann et al. 1997). 
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Figura 1. Ação da leptina no núcleo arqueado. A leptina atua em diferentes grupamentos neuronais 

no núcleo arqueado (ARH). A leptina suprime a atividade dos neurônios AgRP/NPY (orexígenos) e 

estimula a atividade dos neurônios POMC (anorexígenos). Assim, em situações fisiológicas, na 

ausência de leptina os neurônios AGRP/NPY/ são mais ativos e a ingestão de alimentos é estimulada. 

Quando a leptina circulante aumenta, os neurônios POMC são mais ativos e a ingestão de alimentos 

é reduzida. Os mecanismos neurais pelos quais esses neurônios, em última instância, alteram a 

ingestão de alimentos ou interferem na reprodução não são conhecidos, como representado pelos 

pontos de interrogação (Modificado de Friedman, 2000). 

 

Diversas evidências sugerem a interação entre os neurônios kisspeptinérgicos e os 

neurônios que regulam a ingestão alimentar (Matsuzaki et al. 2011). Estudos 

eletrofisiológicos evidenciaram que as kisspeptinas são capazes de excitar diretamente os 

neurônios POMC e inibir os neurônios 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 anorexígeno deste peptídeo na ingestão alimentar 

(Stengel et al. 2011). Os neurônios POMC e suas fibras estão em aposição direta com 

neurônios kisspeptinérgicos no ARH, sendo que, o bloqueio da sinalização do α-MSH 

suprime a expressão do gene Kiss1 nesta área hipotalâmica. A inibição crônica dos 

receptores de melanocortina (MC3 e MC4), induz um atraso da maturação sexual, e previne 

o efeito permissivo da leptina na puberdade (Manfredi-Lozano et al. 2016). Entretanto, o 

silenciamento de neurônios kisspeptinérgicos atenua de forma considerável os efeitos 

induzidos pela inibição dos receptores MC3 e MC4 na maturação sexual, sugerindo, 

portanto, que a POMC atua diretamente em neurônios kisspeptinérgicos para modular 

aspectos do sistema reprodutivo (Manfredi-Lozano et al. 2016). Em relação aos neurônios 

orexígenos, foi demonstrado que diante o silenciamento de neurônios AgRP, os neurônios 

kisspeptinérgicos no ARH induz a redução da frequência de correntes inibitórias registradas 

no ARH em fêmeas ovarectomizadas (Padilla et al. 2017). Por outro lado, a ativação crônica 
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de neurônios AgRP, prejudica a ciclicidade estral e diminui o índice de fertilidade dos 

camundongos, embora não seja suficiente para bloquear completamente a reprodução 

(Padilla et al. 2017). Portanto, as evidências apresentadas sugerem que a interação entre os 

neurônios POMC, AgRP/NPY e neurônios kisspeptinérgicos, pelo menos no ARH, 

representam a ligação entre o estado nutricional e o eixo reprodutivo (Fu and van den Pol 

2010, Hudson et al. 2022).  Além disso, neurônios kisspeptinérgicos localizados no ARH 

coexpressam o receptor de leptina (LepR), sendo que a ovariectomia induz um aumento 

significativo na coexpressão com esse receptor (Cravo et al. 2011, Cravo et al. 2013) 

enquanto que, em machos castrados cerca de 40% dos neurônios kisspeptinérgicos do ARH 

coexpressam o LepR (Smith et al. 2006). Os neurônios kisspeptinérgicos localizados no 

AVPV/PeN, não são diretamente responsivos à leptina, pois não coexpressam o seu receptor 

(Cravo et al. 2011, Cravo et al. 2013). Diante do exposto, formulamos a hipótese de que 

fatores que alteram a ingestão alimentar informam o eixo reprodutivo sobre o estado 

nutricional por meio dos neurônios kisspeptinérgicos hipotalâmicos e essa modulação 

acarreta em alterações na reprodução (Figura 2).   

 

 

Figura 2. O jejum exerce ações sobre o hipotálamo que são transmitidas ao eixo reprodutivo. 

No estado de jejum, quando a leptina circulante diminui (representado pela seta vermelha), os 

neurônios que sintetizam o pró-opiomelanocortina (POMC) não são estimulados (linha pontilhada) 

e os neurônios que liberam os neurotransmissores peptídeo relacionado com Agouti (AgRP) e 

neuropeptídio Y (NPY) deixam de ser inibidos (linha pontilhada com seta). De alguma forma, essas 

informações chegam ao eixo reprodutivo. Esses mecanismos neurais envolvem os neurônios 

kisspeptinérgicos do núcleo arqueado (ARH) e do núcleo anteroventral periventricular e 

periventricular anterior (AVPV/PeN) representado pelo ponto de interrogação amarelo, o que 

possivelmente gera alterações no ciclo reprodutivo. 3V: terceiro ventrículo; POA: área pré-óptica 

medial; GnRH: neurônio que sintetiza o hormônio liberador de gonadotrofinas; LH: hormônio 

luteinizante e FSH: hormônio folículo-estimulante (Modificada de Henrique R. Vieira)  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Avaliar se a atividade dos neurônios kisspeptinérgicos, e consequentemente do sistema 

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

 

2.2. Objetivos Específicos 

1- Avaliar os efeitos do jejum e da restrição calórica sobre o ciclo estral e fertilidade; 

2- Determinar se o jejum induz a expressão da proteína Fos em neurônios 

kisspeptinérgicos; 

3- Verificar se a expressão de genes relacionados ao metabolismo e reprodução são 

modificados perante ao jejum; 

4- Analisar os efeitos do jejum nas dosagens dos hormônios LH e FSH; 

5- Avaliar o efeito do jejum sob a excitabilidade da membrana de neurônios 

kisspeptinérgicos do ARH e ou AVPV/PeN; 

6- Investigar os efeitos do NPY sobre o potencial de repouso de membrana dos neurônios 

kisspeptinérgicos hipotalâmicos. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Animais experimentais 

Os seguintes animais experimentais foram utilizados: 

✔ Camundongos selvagens da linhagem C57BL/6 provenientes do Biotério Central da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo; 

✔ Camundongos transgênicos que expressam a proteína verde fluorescente 

(Humanized Renilla Reniformis Green -hrGFP) sob o controle transcricional do gene 

Kiss1 (Kiss1/hrGFP) (Cravo et al. 2013, Cravo et al. 2011); 

De forma geral, ao completarem três semanas, os filhotes gerados a partir de 

animais geneticamente modificados foram desmamados e a ponta da cauda foi cortada para 

a realização da genotipagem pela técnica de reação em cadeia de polimerase quantitativa 

(RTQ-PCR). Ao completarem oito semanas de idade, os animais com genótipo de interesse 

foram inclusos no protocolo experimental. Os animais foram alojados no biotério do 

Departamento de Anatomia do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São 

Paulo, com temperatura (21-23°C) e período claro-escuro (luz 12h/escuro 12h) controlados. 

Todos os experimentos e procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Cuidados e Uso 

de Animais de Laboratório do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São 

Paulo (Protocolo CEUA: 107/2017). 

 

3.2. Avaliação dos efeitos do jejum sobre o peso corporal, ciclo estral, fertilidade e 

depósito de gordura. 

Para compreender se o jejum seria capaz de afetar o ciclo estral, fertilidade e a 

reprodução de camundongos, fêmeas Kiss1/hrGFP ou fêmeas selvagens adultas (8-12 

semanas de idade) foram utilizadas nos experimentos. As fêmeas tiveram o ciclo estral 

avaliado diariamente no período da manhã (9:00 -10:00) através da observação do lavado 

vaginal. O lavado foi realizado de forma delicada por meio da inserção de uma ponteira 

contendo solução salina na vagina. A coleta do lavado vaginal foi depositada em lâmina 

histológica para análise ao microscópio de luz, e a avaliação foi feita pela identificação das 

fases do ciclo estral através da observação da morfologia das células do epitélio vaginal, 

conforme descrito (Caligioni 2009). Nos dias em que se observou a predominância de 

leucócitos no lavado vaginal, denominamos como fases diestro/metaestro (D/M) e quando a 

predominância era de células cornificadas, classificamos como estro/proestro (E/P). Apenas 

as fêmeas que apresentaram ciclo estral regular foram incluídas nos experimentos, sendo o 
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início do ciclo considerado a partir do primeiro diestro. Com o passar dos dias e com a análise 

do lavado vaginal observamos a mudança para fase de metaestro, proestro/estro e retornava 

para diestro, completando um o ciclo completo. Foram observados pelo menos três ciclos 

consecutivos antes do teste.  

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, o grupo controle e grupo 

jejum, sendo alojados de forma aleatória em gaiolas contendo 4-5 animais. As fêmeas do 

grupo jejum foram individualizadas e colocadas em jejum por 24 horas quando o segundo 

dia de diestro foi detectado. No momento da individualização o peso foi aferido, assim como, 

quando os animais retornaram para sua gaiola de origem. As fêmeas do grupo controle foram 

apenas individualizadas no segundo dia de diestro, sendo mantidas com comida ad libitum. 

Após o teste os animais foram agrupados em suas gaiolas de origem. Os animais foram 

pesados semanalmente. A análise do ciclo estral continuou por cerca de 20 dias após o teste. 

Em seguida, as fêmeas de ambos os grupos experimentais, foram colocadas para acasalar e 

permaneceram com machos experientes por um período máximo de 30 dias, ou até o 

momento que foi identificada a prenhez. Após o nascimento e desmame dos filhotes (21 dias 

após o nascimento), as fêmeas foram anestesiadas e eutanasiadas. Após eutanásia, foi 

realizada a coleta dos seguintes tecidos: hipotálamo, útero e depósitos de gorduras corporais 

para avaliação do peso.  

 

 

Figura 3. Organograma representando o protocolo para avaliação dos efeitos do jejum sobre 

o ciclo estral e fertilidade. As fêmeas foram submetidas à avaliação do ciclo estral (verde claro). 

Após a confirmação da ciclicidade estral as fêmeas foram isoladas por 24 horas (no segundo dia de 

diestro) e submetidas ao jejum ou mantidas com ração ad libitum (vermelho). O ciclo estral continuou 

sendo avaliado por cerca de 20 dias após o teste.  Na sequência as fêmeas de ambos os grupos foram 

colocadas para acasalar com machos experientes (verde), para a avaliação dos possíveis efeitos do 

jejum na fertilidade (roxo). Após o desmame dos filhotes, as fêmeas foram anestesiadas e 

eutanasiadas. 

 

Um subgrupo de fêmeas foi submetido ao mesmo procedimento (jejum ou 

controle), porém foi realizada a análise da composição corporal, antes e após o teste de 24 

horas. A composição corporal foi avaliada com o uso de equipamento que realiza medidas 
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por ressonância magnética nuclear no domínio do tempo (TD-NMR, Bruker, Alemanha). 

Após o teste de 24 horas os animais foram anestesiados e eutanasiados. Na sequência foi 

realizada a coleta dos tecidos como mencionado.  

 

3.3. Avaliação dos efeitos da restrição calórica sobre o ciclo estral e fertilidade 

Para verificar se a restrição calórica seria capaz de afetar o ciclo estral, fertilidade 

e a reprodução de camundongos, fêmeas Kiss1/hrGFP ou fêmeas selvagens adultas (8-12 

semanas de idade) foram utilizadas nos experimentos. As fêmeas tiveram o ciclo estral 

avaliado diariamente, conforme descrito no tópico 3.2, durante todo o protocolo 

experimental. Após a confirmação da ciclicidade estral as fêmeas foram individualizadas e 

tiveram seu consumo alimentar aferido por 3 dias. Com base na avaliação do peso diário da 

ração consumida foi feito o cálculo da média de ração consumida por cada animal. Conforme 

descrito anteriormente por (Furigo et al. 2019), os animais foram divididos aleatoriamente 

em dois grupos experimentais: controle e restrição calórica ou do inglês 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 fêmeas do grupo controle receberam 100% da 

ração durante o teste, enquanto que as fêmeas do grupo FR receberam somente 40% do 

volume aferido anteriormente. A ração foi disponibilizada para os animais dos grupos 

controle e FR cerca de 2 horas antes do início do ciclo escuro (16:00h).  

Após o período de avaliação dos efeitos da FR. As fêmeas foram colocadas para 

acasalar e permaneceram com machos experientes por no máximo 30 dias ou até o momento 

que foi detectado a prenhez. Após o nascimento e desmame dos filhotes (21 dias após o 

nascimento), as fêmeas foram anestesiadas e eutanasiadas. Foi realizada a coleta dos 

seguintes tecidos: hipotálamo, útero e depósitos de gorduras corporais para avaliação do 

peso.  
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Figura 4. Organograma representando o protocolo para avaliação dos efeitos da restrição 

calórica sobre o ciclo estral e fertilidade. As fêmeas foram submetidas à avaliação do ciclo estral 

(azul claro). Após a confirmação da ciclicidade estral as fêmeas foram isoladas e o consumo 

alimentar foi avaliado (rosa). Na sequência os animais foram submetidos a restrição calórica (RC) 

ou não (grupo controle) por 5 dias (azul escuro). O ciclo estral continuou a ser avaliado por pelo 

menos três ciclos estrais consecutivos após o teste. Na sequência as fêmeas de ambos os grupos foram 

colocadas para acasalar com machos experientes (verde), para a avaliação dos possíveis efeitos da 

RC na fertilidade (roxo). Após o desmame dos filhotes, as fêmeas foram anestesiadas e eutanasiadas. 

 

 

3.4. Determinar se o jejum induz a expressão da proteína Fos em neurônios Kiss1 

Visto que a proteína Fos é considerada um marcador de atividade neuronal 

(Hoffman and Lyo 2002), o próximo passo foi verificar se o jejum induz a expressão da 

proteína Fos em neurônios kisspeptinérgicos. Fêmeas Kiss1/hrGFP adultas foram divididas 

em dois grupos experimentais, controle e jejum, conforme descrito no item 3.2. Após o 

término do teste (jejum e respectivo controle) as fêmeas foram submetidas ao procedimento 

de perfusão transcardíaca. Os animais foram anestesiados com isoflurano e eutanasiados no 

período entre 10 horas da manhã e 12 horas da tarde. Para a realização de perfusão 

transcardíaca foi realizada a abertura da caixa torácica fazendo o rebatimento da porção 

ventral do gradil costal, expondo o coração. Foi feito um pequeno corte no átrio direito para 

o fluxo das soluções, sendo na sequência uma agulha inserida no ventrículo esquerdo. 

Através de um sistema de bomba de perfusão, a solução salina a 0,9% foi perfundida por 

cerca de 1 a 2 minutos. Na sequência a solução salina foi substituída por uma solução de 

formalina 10% tamponada que foi infundida por cerca de 8 minutos. Após a perfusão, os 

encéfalos foram coletados e permaneceram em solução de formalina 10% por 1h (pós 

fixação). Na sequência foram transferidos para uma solução de crioproteção composta por 

tampão fosfato de potássio (KPBS) 0,02M mais 20% de sacarose, ficando em geladeira por 

24-48 horas. Os encéfalos foram submetidos à microtomia, sendo seccionados em cortes 

coronais de 30μM em micrótomo (SM2010R, Leica) e organizados em quatro séries 

representativas. Os cortes foram colocados em solução crioprotetora composta por PBS 
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RNase-free, Etilenoglicol e Glicerol e armazenados em freezer a -20 ºC até a realização da 

técnica de imunoistoquímica. 

Para a identificação da proteína Fos os cortes encefálicos foram lavados em solução 

de KPBS 0,02 por 5 minutos, repetindo a lavagem por 6 vezes. Após as lavagens os cortes 

foram incubados por 1 hora em solução composta por KPBS 0,02-T (Triton X-100) e 3% 

soro normal de burro. Em seguida os cortes foram transferidos para solução de KPBS 0,02-

T com azida, 3% soro normal de burro e anticorpo primário que reconhece a proteína Fos 

(concentração 1:5000) por 24 horas. Após 24 horas de incubação, os cortes foram 

submetidos a lavagens de 5 minutos por seis vezes em solução de KPBS 0,02M. Após as 

lavagens os cortes foram incubados por 90 minutos em solução de KPBS 0,02-T contendo 

anticorpo secundário fluorescente Alexa fluor 594 (concentração 1:500). Após a incubação 

os cortes foram lavados 3 vezes, por 10 minutos cada, em solução de KPBS 0,02M. Os cortes 

foram montados em lâminas gelatinizadas e cobertos com meio de montagem Fluoromount 

G (Electron Microscopy Sciences). Os neurônios kisspeptinérgicos foram reconhecidos por 

sua proteína fluorescente endógena hrGFP, conforme descrito por Cravo et al., 2013. 

 Para análise dos cortes foram determinados critérios de acordo com o Atlas “The 

Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates” (PAXINOS; FRANKLIN, 2019). Neurônios que 

expressam hrGFP (marcador endógeno de células que expressam o gene Kiss1) e/ou a 

proteína Fos (identificados pela coloração do anticorpo Alexa fluor 594) foram quantificados 

nos cortes com referência nos seguintes bregmas: 

 0,50 ao 0,38 mm para a análise do AVPV;  

 0,14 ao 0,02 mm para análise do PeN;  

 -1,46 ao -1,58 mm para análise do ARH nível rostral;  

 -2,18 ao -2,30 mm para análise do ARH nível caudal. 

 Em seguida, o percentual de neurônios hrGFP que coexpressavam a proteína Fos foi 

calculado. 

 

3.5. Verificar se o jejum modula a expressão de RNAm de determinadas áreas 

hipotalâmicas  

Após a avaliação do ciclo estral das fêmeas, de acordo com item 3.2., os animais 

foram individualizados e submetidos ao jejum ou mantidos com ração ad libitum, conforme 

descrito. Após 24 horas, as fêmeas foram pesadas, anestesiadas e submetidas à eutanásia. 

Após anestesia os animais foram decapitados e o sangue foi coletado imediatamente em tubo 
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do tipo eppendorf RNAse free. Na sequência os encéfalos foram removidos e seccionados 

em cortes coronais utilizando um vibrátomo (Leica). Durante todo o procedimento o 

encéfalo ficou imerso em solução de corte composta por: Sucrose 238 mM, KCL 2.5 mM, 

NaHCO3 26 mM, NaH2PO4 1.0 mM, D-glucose 10 mM, CaCl2 1.0 mM e MgCL2 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): 

 0,62 a 0,38 mm para a análise da área pré-óptica medial (POA) com a 

espessura de 250µM;  

 -1,70 mm a -2,40 mm para análise da área hipotalâmica médio basal com a 

espessura de 1000µM; 

Após a obtenção dos cortes, as áreas de interesse foram submetidas a microdissecção 

com o auxílio de uma agulha de 18G x 1’’ em uma superfície estéril, as regiões específicas 

foram removidas bilateralmente, armazenadas em tubo do tipo eppendorf RNAse free e 

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

3.5.1 Extração do RNA e preparação do cDNA 

O RNA total das amostras dos núcleos hipotalâmicos foi extraído com a utilização 

do kit de isolamento PicoPure RNA, de acordo com as instruções do fabricante (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A integridade do RNA extraído foi quantificada por 

espectrometria (NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific). Em seguida, foi utilizado 0,25 

µg de RNA para a preparação do cDNA. Para isso, foi utilizado o kit SuperScript II Reverse 

Transcriptase (Thermo Fisher Scientific), no qual foram adicionados às amostras 20 μl de 5x 

Buffer, 10 μl de DTT, 20 μl de dNTP (10mM), 10 μl de Random primer (pdN6) (Roche 

Applied Science), 20 μl de 𝐻2𝑂 Depc e 1 μl de SuperScript II Reverse Transcriptase. As 

amostras foram incubadas no termociclador por 10 minutos à 25ºC, 50 minutos à 42 ºC, 10 

minutos à 72ºC e mantidas à 4ºC. Ao final, as amostras de cDNA foram armazenadas em 

freezer -20 ºC. 

A partir do cDNA, as amostras foram preparadas em duplicatas e o protocolo variou 

de acordo com a enzima de interesse: 

✔ Enzima SYBR® Green (Applied biosystems Thermo Fisher Scientific) o 

protocolo utilizado por amostra foi de: 6,25 ulSYBR green; 3,25 ul H2O 

DEPC; 1,5ul mix de primers (sense and antisense 1:1) e 1,5ul de amostra de 

cDNA. 
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✔ Enzima TaqMan® (Applied biosystems) por amostra foi utilizado: 6,25ul 

Taqman Buffer; 4,35ul H2O DEPC; 0,4ul primers Taqman e 1,5 ul de amostra 

de cDNA. 

A partir do cDNA gerado, foi determinada a expressão do RNAm que codifica genes 

específicos com a utilização da enzima SYBR® Green ou TaqMan PCR Master Mixes 

(Applied Biosystems). Os seguintes genes foram avaliados: Actb (forward: 

gctccggcatgtgcaaag; reverse: catcacaccctggtgccta), Agrp (forward: ctttggcggaggtgctagat; 

reverse: aggactcgtgcagccttacac), Cartpt (forward:  cagtcacacagcttcccgat; reverse: 

cagatcgaagcgttgcaaga), Gnrh1 (forward:  gggttctgccatttgatccac; reverse: 

ccctttgactttcacatcc), Kiss1 (forward:  gattccttttcccaggcatt; reverse: ggcaaaagtgaagcctggat), 

Npy (forward: cagatactactccgctctgcg; reverse: gggctggatctcttgccata), Pomc (forward: 

tagatgtgtggagctggtgc; reverse: ccagcgagaggtcgagtttg), Ppia (forward: cttcttgctggtcttgccattc; 

reverse: tatctgcactgccaagactgagt), Th (TaqMan assay; Mm00447557_m1; Thermo Fisher 

Scientific).  

As placas contendo as amostras e genes de interesse foram analisadas na máquina 

7500 Real Time PCR System (Applied biosystems) e a quantidade relativa de RNAm foi 

calculada pelo método 2-ΔΔCt. 

 

3.6. Dosagem hormonal 

 Após a coleta, o sangue foi centrifugado a 4000 rpm em temperatura a 22ºC por 10 

minutos. Foi coletado o sobrenadante, o soro sanguíneo, e armazenado em eppendorf RNAse 

free a -80ºC. Para determinação das concentrações de LH e FSH foram utilizados kits de 

ensaio imunoenzimático (ELISA), em colaboração com o laboratório do Professor Dr. José 

Donato Júnior. 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 

detecção de 0,009 ng/mL e 0,34 ng/mL, respectivamente, considerando os fatores de diluição 

utilizados (5x para LH e 10x para FSH) (de Paula et al. 2021, Gusmao et al. Dados não 

publicados) 

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

kisspeptinérgicos hipotalâmicos 

Fêmeas Kiss1/hrGFP (8-12 semanas de idade) foram mantidas com ração 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 período entre 10:00-11:00h. Os encéfalos foram removidos e 

seccionados em cortes coronais (250µM) imersos em solução de corte contendo: Sacarose 

238 mM, KCL 2.5 mM, NaHCO3 26 mM, NaH2PO4 1.0 mM, D-glucose 10 mM, CaCl2 1.0 

mM e MgCL2 5.0 mM, com o auxílio de um vibrátomo (Leica). Na sequência os cortes foram 

incubados em fluido cérebro-espinhal oxigenado (ACSF) contendo: NaCl 124 mM, KCl 2.8 

mM, NaHCO3 26 mM, NaH2PO4 1.25 mM, MgSO41.2 mM, D-glucose 5mM e CaCl2 2.5 

mM por pelo menos 1 hora antes do início dos experimentos eletrofisiológicos. Os cortes 

encefálicos foram transferidos (um por vez) para uma câmara de registro acoplada ao 

microscópio na qual o corte foi adaptado por cerca de 10 minutos antes do início do registro. 

Na câmara de registro os cortes foram continuamente banhados com solução ACSF 

oxigenada (30°C) em um fluxo de aproximadamente 2 ml por minuto. Os neurônios foram 

identificados por sua proteína fluorescente endógena hrGFP com o uso da microscopia de 

fluorescência. Após a identificação dos neurônios, utilizamos fonte de luz infravermelha 

com contraste de interferência diferencial (Leica MD 6000 FS, microscópio equipado com 

plataforma fixa e câmera digital de fluorescência monocromática de alta velocidade Leica 

DFC360) para obtermos o selamento e rompimento da membrana celular. A pipeta contendo 

o eletrodo de registro foi preenchida com uma solução 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 resistência de 

acesso entre 5-7 MΩ. A frequência e amplitude das correntes pós-sinápticas excitatórias 

(sEPSC) que atuam sobre os neurônios 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 pós-sinápticas inibitórias de 

neurônios kisspeptinérgicos  

Após a obtenção dos cortes coronais do grupo controle ou jejum, conforme descrito 

no item 3.7. os registros das correntes pós-sinápticas inibitórias (sIPSC) foram realizados 

mantendo a voltagem a -60mV. Para aumentar a força motriz para os íons de cloreto, foi 

utilizada uma solução interna de cloreto isotônico composta por: KCl 140 mM, HEPES 10 

mM, EGTA 5 mM, CaCl2 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 M) e D-2-amino-5-fosfonopentanoato 

(AP5, 50 M), antagonistas dos receptores de glutamato AMPA e NMDA, respectivamente. 
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Com a adição dessas drogas ao ACSF sugere-se que os receptores ionotrópicos de GABA 

são responsáveis pelas sIPSC registradas. Os registros eletrofisiológicos 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 

frequência e amplitude das sIPSC e sEPSC que atuam sobre os neurônios kisspeptinérgicos 

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

 

3.9. Avaliar o efeito do NPY sobre propriedades biofísicas de neurônios 

kisspeptinérgicos hipotalâmicos  

Para determinarmos os efeitos do NPY no RMP e IR de neurônios kisspeptinérgicos 

utilizando a técnica de whole-cell patch-clamp no modo current-clamp, com corrente igual 

a zero (I=0). A concentração do NPY (100nM) administrado foi baseada em estudo anterior 

(Hessler et al. 2020). Fêmeas e machos Kiss1/hrGFP adultos (8-12 semanas de idade) 

mantidos com ração ad libitum foram selecionados para os experimentos. O efeito do NPY 

sobre o RMP e IR também foi avaliado em fêmeas submetidas ao jejum de 24 horas. Foram 

realizados os registros basais da RMP e IR por pelo menos 10 minutos seguido pela 

administração do NPY (100 mM 2ml/min por cerca de 5 minutos), sendo o experimento 

encerrado após um período de washout, cerca de 10 minutos. A análise 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 deflexão de tensão 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 junção (-8 mV). A frequência 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 ação (APs) mediados 

por transmissão sináptica, foram realizados registros eletrofisiológicos, sendo os cortes 

mantidos em ACSF contendo o coquetel: tetrodotxina (TTX, 1 M); antagonista dos 

receptores de glutamato AMPA: 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX, 10 M, 2-

amino-5-fosfonovalerato (AP-5, 50 M); antagonista dos receptores de glutamato NMDA: 

D-2-amino-5-fosfonopentanoato (AP5, 50 M) e antagonista de GABA: picrotoxina (50 

M). As concentrações 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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condutância 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. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados obtidos foram expressos pela média ± erro padrão. A análise estatística foi 

realizada pelo teste t student não-paramétrico nas comparações de dois grupos (controle e 

jejum ou controle e FR). Para avaliação temporal do peso corporal, consumo de ração, a 

RMP e IR das células foi utilizado teste não-paramétrico e a análise de variância (ANOVA) 

de um fator. As diferenças nos valores de P<0,05 foram consideradas estatisticamente 

significativas. As análises estatísticas foram realizadas com o software GraphPad Prism®, 

version 7, USA. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Avaliação dos efeitos do jejum sobre o ciclo estral 

Na análise dos resultados, verificamos que a individualização dos animais do grupo 

controle, não influenciou o peso corporal, massa magra e gordura corporal dos animais 

(Figura 5A-C). Contudo, as fêmeas submetidas ao jejum apresentaram diminuição 

significativa do peso corporal, da massa magra e gordura corporal em relação ao momento 

anterior ao teste de jejum por 24 horas (Figura 5A-C). Na análise do ciclo estral observamos 

que a duração média do ciclo estral foi maior no grupo submetido ao jejum em comparação 

ao grupo controle, evidenciando que o jejum agudo de 24 horas foi suficiente para alterar o 

ciclo estral (Figura 5E). Fêmeas submetidas ao jejum permaneceram mais dias na fase de 

diestro em comparação ao grupo controle (Figura 5D e C). 
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Figura 5. Efeitos do jejum no peso corporal e ciclo estral. (A) Gráficos de barras 
comparando peso corporal, (B) massa magra, e (C) gordura corporal de camundongos do 

grupo controle e em jejum (n=17/21). (D) Representação da avaliação diária do ciclo estral 

(uma fêmea por grupo), em que o círculo aberto representa o dia em que os animais foram 

isolados e submetidos a jejum de 24h ou mantidos com ração ad libitum. (E) A duração do 

ciclo estral foi determinada avaliando o número de dias em que a predominância de células 

cornificadas (E/P) ou leucócitos (D/M) foi detectada no esfregaço vaginal (n = 12/13 animais 

por grupo). Média ± SE, * P <0,05; ** P <0,03; **** P <0,0001. 

 

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

Em um novo subgrupo de controle e jejum, três semanas após o teste, as fêmeas 

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 parâmetro avaliado foi o 

percentual de prenhez. Notamos que, cerca de 86% das fêmeas do grupo controle (12 de 14 

animais) e cerca de 85% das fêmeas do grupo jejum (11 de 13 animais) ficaram prenhas. 

Evidenciando que o jejum foi insuficiente para alterar a fertilidade das fêmeas (Figura 6A). 

O período entre o início do acasalamento até o nascimento das ninhadas e o número de 

filhotes gerados foram semelhantes entre os grupos (n= 12/11 fêmeas por grupo 

experimental; Figura 6B, C). Após o desmame dos filhotes as fêmeas foram submetidas à 
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eutanásia, o útero foi coletado e pesado à fresco, sendo que, não observamos diferenças do 

peso uterino entre grupos (Figura 6D). Ao final do protocolo experimental, cerca de 30 dias 

após o teste, observamos que os depósitos de gordura corporal das fêmeas do grupo jejum 

eram similares ao grupo controle (Figura 6E). 

 

 

 

Figura 6. Avaliação dos efeitos do jejum na fertilidade, peso uterino e adiposidade. (A) 

Gráfico de barras evidenciando o percentual de prenhes entre animais do grupo controle ou 

submetidos ao jejum (n=14/13 por grupo) (B) Gráfico de barras demonstrando o tempo (em 

dias) até o nascimento dos filhotes (n= 12/12 por grupo) e o (C) número de filhotes gerados 

por ninhadas (n= 11/11 por grupo). (D) Gráfico de barras representando o peso uterino de 

fêmeas controle ou submetidas anteriormente ao jejum de 24h (n= 21/19 por grupo). Média 

± erro padrão.  

 

 

5.3 Avaliação dos efeitos da restrição calórica sobre o ciclo estral e fertilidade 

Para facilitar a análise dos possíveis efeitos da individualização ou FR sobre o peso 

corporal, ciclo estral, e fertilidade, dividimos a descrição do protocolo experimental em três 
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momentos: pré-teste, teste e pós-teste. No período do pré-teste, observamos que peso 

corporal ou consumo diário de ração não diferiu entre as fêmeas do grupo controle ou FR 

(n= 6/6 por grupo; Figura 7A, B). As fêmeas do grupo controle não apresentaram diferença 

no peso corporal durante todo o período de avaliação. Contudo, durante o período do teste, 

as fêmeas submetidas a FR de 60% apresentaram diminuição gradativa do peso corporal, 

sendo a perda de peso significativa a partir do dia 3 do início da FR (P= 0,0411; Figura 7A, 

B). Após a reintrodução alimentar com 100% da ração, período pós-teste, as fêmeas 

submetidas a FR recuperaram rapidamente o peso corporal no período de pós-teste (P= 

0,6991; n= 6/6 por grupo). Além disso, as fêmeas submetidas à FR aumentaram o consumo 

alimentar de maneira significativa em relação aos animais do grupo controle (P= 0,0022; n= 

6/6 por grupo, Figura 7A, B). 

 

 

Figura 7. Avaliação dos efeitos da restrição calórica no consumo alimentar, peso 

corporal e ciclo estral. (A) Avaliação temporal do peso corporal antes, durante e 5 dias após 

o teste. (B) Avaliação temporal do consumo da ração dos animais mantidos com ração ad 

libitum (Controle) ou submetidos à restrição calórica de 60% (FR). (n= 10/9 por grupo). 

Média ± erro padrão, *** P<0,0006, **** P<0,0001. 

 

 

Na análise do ciclo estral no período pré-teste, observamos que o percentual de dias 

em que as fases de E/P ou D/M foram detectadas foram semelhantes entre os grupos 

experimentais. Demonstrando desta forma, que as fêmeas de ambos os grupos experimentais 

apresentavam um padrão similar de ciclicidade estral antes do teste experimental. Durante o 

período do teste, o padrão de ciclicidade estral permaneceu semelhante entre os grupos 

experimentais (Figura 8A). Por outro lado, na análise do lavado vaginal no período do pós-

teste, as fêmeas submetidas à FR apresentaram aumento significativo dos dias em que 
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leucócitos foram identificados no lavado vaginal (Figura 8A, B). Sugerindo uma interrupção 

temporária do ciclo estral durante a FR e o espaçamento maior entre as fases do ciclo estral 

devido a FR de 60% (Figura 8B). 

 

 
Figura 8. Avaliação dos efeitos da restrição calórica no ciclo estral. (A) Demonstração 

gráfica da avaliação diária do ciclo estral de um animal de cada grupo, sendo que, os dias de 

individualização do grupo controle são representados pelos círculos vazios e o período de 

restrição calórica pelos círculos azuis (n=10/9 por grupo).  (B-C) Gráficos 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 análise do lavado vaginal durante o período 

de pré-teste (15 dias, A) e, durante o período de teste (6 dias) e pós-teste (15 dias, B). Média 

± erro padrão, ** P= 0,002. 

 

 

Ao término da FR, as fêmeas foram colocadas para acasalar e permaneceram com 

machos experientes por no máximo 30 dias. No grupo controle, cerca de 70% das fêmeas 

ficaram prenhas (n= 4 de 6 fêmeas) e no grupo de FR foram 50% (n= 6 de 12 fêmeas), 

demonstrando que o teste de FR não afetou a fertilidade dos animais. Das fêmeas prenhas, a 

avaliação do período de tempo (dias) do início do acasalamento até o nascimento dos 

filhotes, não foi significativa entre os grupos experimentais (Figura 9A). Em média, o 

número de filhotes gerados por ninhada foi semelhante entre os grupos experimentais (P= 

0,1271; n= 4/6 fêmeas por grupo; Figura 9B). Ao término do protocolo experimental, as 

fêmeas foram submetidas a eutanásia e foi realizada a coleta e pesagem dos depósitos de 

gorduras e do útero. Observamos que o peso uterino e os depósitos de gorduras corporais 

foram semelhantes entre os animais dos grupos controle e FR (Figura 9C, D). 
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Figura 9. Avaliação dos efeitos da restrição calórica na fertilidade e adiposidade 

corporal. (A) Gráfico de barras evidenciando o percentual de prenhes entre animais do 

grupo controle ou submetidos à restrição calórica (FR) (n= 4/6 por grupo). (B-C) Gráfico de 

barras demonstrando a média de dias até o nascimento dos filhotes e o número de filhotes 

gerados por ninhadas (n= 4/6 por grupo). (C-D) Gráfico de barras demonstrando o peso 

uterino das fêmeas do grupo controle ou submetidas a FR e, o peso médio dos depósitos de 

gorduras corporal dos animais dos grupos controle e FR (n= 6/12 por grupo). Média ± erro 

padrão. 

 

5.4 Determinar se o jejum induz a expressão da proteína Fos em neurônios 

kisspeptinérgicos 

Para determinarmos se o jejum 24 horas poderia induzir a expressão da proteína Fos 

em neurônios kisspeptinérgicos hipotalâmicos foi realizada a técnica de imunoistoquímica. 

No AVPV/PeN o número de neurônios imunorreativos ao anticorpo que reconhece a 

proteína 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 expressão da proteína Fos aumentou de 
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forma significativa no grupo jejum em comparação ao grupo controle (P <0.001; n= 4/6 por 

grupo, Figura 10G-H, J-L). O número de neurônios kisspeptinérgicos identificado pela 

proteína hrGFP nos núcleos 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 número de neurônios que expressavam a proteína 

Fos, particularmente em um grupamento de neurônios localizados próximos ao terceiro 

ventrículo, observamos que os neurônios kisspeptinérgicos hipotalâmicos não 

coexpressaram Fos devido ao jejum de 24 horas.  
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Figura 10. Avaliação da expressão da proteína Fos e da expressão da kisspeptina em 

animais do grupo controle e submetidos ao jejum. (A-D) Fotomicrografias de 

epifluorescência mostrando a distribuição de hrGFP (kispeptina, verde) e células que 

expressam Fos (vermelho) nos núcleos anteroventral periventricular e periventricular 

anterior (AVPV/PeN) e no núcleo arqueado do hipotálamo (ARH). (A, D, G, J) 

Fotomicrografias do grupo controle e (B, E, H, K) do grupo jejum. (C, F) Gráficos de barras 

comparando o número de células que expressam hrGFP e Fos no AVPV/PeN e (I, L) ARH 

em animais do grupo controle e jejum. 3V: terceiro ventrículo. Barra de escala: 100 μm. (n= 

4/6 por grupo); **** P <0.001.  
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5.5 Efeito do jejum sobre a expressão de genes relacionados à reprodução e ao 

metabolismo. 

Com o propósito de avaliar as consequências do jejum em regiões específicas do 

hipotálamo, em relação a genes relacionados com a reprodução (Kiss1 e Gnrh1) e ao 

metabolismo (Th - tirosina hidroxilase, Cartp, Agrp, Npy e Pomc), realizamos a análise de 

expressão gênica por PCR-RT. A partir das microdissecções obtidas da POA, que 

potencialmente contém os núcleos AVPV/PeN, observamos que o jejum não foi suficiente 

para induzir alterações significativas na expressão dos genes Kiss1, Gnrh1 e Th nessa região 

hipotalâmica (Figura 11A-C). Por outro lado, nas microdissecções adquiridas na área 

médio-basal-hipotalâmica, que potencialmente contém o ARH, observamos que no grupo 

submetido ao jejum a expressão dos genes Kiss1, 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 expressão dos genes Agrp e Npy aumentaram no grupo submetido 

ao jejum em comparação ao grupo controle (Figura 11G-H). 
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Figura 11. Efeito do jejum sobre a expressão genes dos núcleos Anteroventral 

Periventricular (AVPV) e arqueado (ARH). (A-C) Expressão de RNAm de Kiss1, Gnrh1 

e TH no AVPV de fêmeas do grupo controle e submetidas ao jejum de 24 horas (n=9/9 por 

grupo). (D-I) Expressão de RNAm dos genes Kiss1, Cartpt, Th, Agrp, Npy e Pomc do ARH 

de fêmeas 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 Avaliação dos efeitos do jejum sobre os hormônios circulantes LH e FSH  

Para determinar se o jejum exerce efeitos sobre a secreção dos hormônios 

gonadotróficos LH e FSH, realizamos a coleta do soro das fêmeas para dosagem hormonal. 

Como mencionado anteriormente os animais foram isolados e submetidos ao jejum, ou 

mantidas com ração ad libitum, quando o segundo dia de diestro foi identificado durante a 

avaliação do ciclo estral. Sendo a coleta do soro, portanto, realizada 24 horas após o 

isolamento. Nesse período observamos que a fase do ciclo estral no dia da eutanásia poderia 

ser diferente. Considerando a fase do ciclo estral no dia da eutanásia e a dosagem hormonal, 

observamos que 11 dos 17 animais do grupo controle exibiram a predominância de células 

cornificadas no lavado vaginal. Além disso, as fêmeas apresentaram aumento do peso 

uterino e dos níveis de LH, sugerindo que os camundongos estavam na fase de proestro. A 
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maior parte das fêmeas do grupo jejum, 11 de 15 animais, também exibiram células 

cornificadas no lavado vaginal, no entanto, sem alterações no peso uterino e nos níveis de 

LH. Curiosamente, os níveis de FSH de fêmeas submetidas ao jejum aumentaram em relação 

ao grupo controle, sem qualquer correlação com a citologia vaginal ou com os níveis 

circulantes de LH (Tabela 1). 

 

 

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

Fêmeas Controle Jejum Valor de P 

Citologia vaginal Cornificada (n= 11)  Cornificada (n=11)  

Peso Uterino (mg) 99.4 ± 8.4 60.6 ± 8.9* 0.01 

LH (ng/mL) 2.5 ± 0.8 0.4 ± 0.1* 0.02 

FSH (ng/mL) 0.9 ± 0.3 3.7 ± 0.2**** < 0.0001 

Citologia vaginal Leucócito (n= 6) Leucócito (n=4)  

Peso Uterino (mg) 47.57 ± 2.2 40.1 ± 26.9 0.3 

LH (ng/mL) 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.8 

FSH (ng/mL) 0.9 ± 0.3 3.3 ± 0.1* 0.02 

 

 

5.7 Ação do jejum sobre o potencial de membrana de repouso e resistência de 

membrana de neurônios kisspeptinérgicos hipotalâmicos 

Para verificarmos se o jejum seria suficiente para modular a atividade de neurônios 

kisspeptinérgicos realizamos experimentos eletrofisiológicos nos quais averiguamos o RMP e 

IR. No grupo controle, os neurônios kisspeptinérgicos do AVPV/PeN apresentaram em média 

a RMP de -56,1 ± 2,2 mV (variação: -51 a 88 mV) e a média da IR foi de 1,6 ± 0,09 GΩ (0,89 

a 2,1 GΩ). As células localizadas no ARH exibiram a média de RMP de -55,03 ± 1,2 mV 

(variação de -40 a -70 mV) e IR 1,4 ± 0,1 GΩ (variação: 0,3 a 3,5 GΩ). Esses resultados vão 

de encontro com dados anteriores (Frazao et al. 2013).  

Notamos que o teste de jejum de 24 horas foi seguido por hiperpolarização do RMP 

dos neurônios kisspeptinérgicos registrados nos núcleos AVPV/PeN, provavelmente devido 

ao número reduzido de neurônios registrado (Tabela 2). No entanto, no ARH, o jejum não foi 

suficiente para influenciar o RMP e IR dos neurônios kisspeptinérgicos (Tabela 2). 
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Tabela 2: Potencial de membrana (RMP) e resistência de membrana (IR) dos neurônios 

kisspeptinérgicos 

 

Parâmetros 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 (GΩ) 1,6 ± 0,1 1,2 ± 0,2 P= 0,6 

WCC (pf) 15,5 ± 1,7 21,9 ± 9,5 P=0,3 

ARH (n=32) (n=26)  

RMP (mV) -55 ± 1,2 -53,5 ± 1,5 P=0,44 

Input Resistance (GΩ) 1,4 ± 0,1 1,4 ± 0,5 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 neurônios kisspeptinérgicos 

do AVPV/PeN 

Dando sequência aos experimentos para investigar os possíveis efeitos do jejum sobre 

a atividade de neurônios kisspeptinérgicos, foram realizados os registros e as análises das 

sEPSC e sIPSC de neurônios localizados no AVPV/PeN de camundongos fêmeas. No grupo 

controle, observamos que a frequência 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 neurônios 

kisspeptinérgicos do núcleo AVPV/PeN apresentaram a frequência média de 1,8 ± 0,5 Hz e a 

amplitude de 64,8 ± 6,0 pA (n=11 células). Em comparação com os registros obtidos de 

animais do grupo controle, observamos que o jejum não foi suficiente em induzir alterações 

significativas tanto na frequência quanto na amplitude das sEPSC (n=16 células, Figura 12A-

C) e sIPSC (n=15 células, Figura 12D-F) que atuam sobre os neurônios kisspeptinérgicos do 

AVPV/PeN. 
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Figura 12. Efeitos do jejum na atividade neuronal dos núcleos kisspeptinérgicos 

localizados nos núcleos periventricular anteroventral e periventricular rostral 

(AVPV/PeN). (A) Representação dos traçados voltage-clamp demonstrando correntes pós-

sinápticas excitatórias (sEPSC) e (D) as inibitórias (sIPSC) dos neurônios kisspeptinérgicos 

localizados nos núcleos AVPV/PeN dos grupos controle e jejum. (B, E) Gráfico de barras 

demonstrando a variação da frequência 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. 

 

 

5.9 Efeito do jejum de 24 horas sobre a excitabilidade de neurônios kisspeptinérgicos 

do ARH. 

Ao registrarmos os neurônios kisspeptinérgicos do ARH, observamos que em fêmeas 

do grupo controle as células apresentaram a frequência 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 frequência média 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 não foi 

suficiente para alterar significativamente a frequência ou amplitude das sEPSC que atuam 

sobre os neurônios kisspeptinérgicos localizados no ARH. 

Na análise das sIPSC no grupo controle observamos a frequência 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 frequência 

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 redução significativa tanto na 

frequência como na amplitude média das sIPSCs em relação ao grupo controle. Sugerindo, 

portanto, que o déficit de energia em fêmeas leva a modulação nas vias GABAérgicas que 

atuam em neurônios kisspeptinérgicos do ARH. 

 

 
Figura 13. Efeitos do jejum na atividade neuronal dos neurônios kisspeptinérgicos 

localizados no núcleo arqueado do hipotálamo. (A) Representação dos traçados voltage-

clamp demonstrando correntes pós-sinápticas excitatórias (sEPSC) e (D) as inibitórias 

(sIPSC) dos neurônios kisspeptinérgicos localizados no núcleo arqueado dos grupos controle 

e jejum. (B, E) Gráfico de barras demonstrando a variação da frequência 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 Ações do NPY sobre o potencial de membrana dos neurônios kisspeptinérgicos do 

AVPV/PeN.  

Em busca de elucidar se os neurônios kisspeptinérgicos são modulados perante o 

neurotransmissor orexígeno, analisamos se NPY (100nM) adicionado ao banho exerce 
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efeitos sobre o RMP e a IR de neurônios kisspeptinérgicos hipotalâmicos. Registros 

eletrofisiológicos realizados em fêmeas do grupo controle, demonstraram que os neurônios 

kisspeptinérgicos do AVPV/PeN exibiram RMP médio de -69,6±1,9 mV (variação: -51 a -

88 mV) e IR média de 0,8 ± 0,09 GΩ (variação: 0,3 a 1,7 GΩ). 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 (Frazão et al., 2013). A administração de NPY ao ACSF, não induziu efeito 

significativo no RMP ou IR de neurônios kisspeptinérgicos localizados no AVPV/PeN 

(Figura 14A-C). 

 

Figura 14. Efeitos do neuropeptídeo Y sobre os neurônios kisspeptinérgicos do 

AVPV/PeN. (A) Representação gráfica de um registro obtido no current-clamp 

demonstrando que o neuropeptídeo Y (NPY) não modula o potencial de membrana de 

repouso (RMP) de neurônios kisspeptinérgicos localizados nos núcleos anteroventral 

periventricular e periventricular anterior (AVPV/PeN). (B) Gráfico de barras demonstrando 

o RMP, dos kisspeptinérgicos do AVPV/PeN, (C) a resistência de membrana das células 

(IR) (n= 18 células de 9 animais) e (D) a frequência de potenciais de ações (fAPS) dos 

neurônios kisspeptinérgicos do AVPV/PeN (n= 3 células). Média ± SEM.  
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5.11 Ações do NPY sobre o potencial de membrana dos neurônios kisspeptinérgicos do 

ARH. 

No ARH, os neurônios kisspeptinérgicos exibiram o RMP médio de -52,5 ± 2,5 mV 

(variação: -40 a -62 mV) e a IR 1,3 ± 0,2 GΩ). Cerca de 55% dos neurônios 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 administração do NPY ao banho 

induziu a hiperpolarização de 45% dos neurônios kisspeptinérgicos registrados no ARH (n= 

9 de 20 células obtidas de 9 animais; Figura 15A, B). A hiperpolarização do RMP foi 

seguida por diminuição significativa da IR e da fAPS (Figura 15C- D). Os demais 

neurônios, não responsivos, não exibiram variação do RMP, IR ou fAPS (Figura 15E-H). 

Para elucidar se a hiperpolarização de neurônios kisspeptinérgicos mediante ao NPY 

depende de APs, novos registros em ACSF contendo bloqueadores sinápticos foram 

realizados. As ações do coquetel (TTX + bloqueadores) agiram como o esperado, visto que, 

quando adicionado ao ACSF, os neurônios não disparavam APs (Figura 15I). Na presença 

de TTX e bloqueadores sinápticos os neurônios kisspeptinérgicos do ARH exibiram o RMP 

médio de -56.2 ± 1,7 mV (variação: -45 a -65 mV) e IR de 1,4 ± 0,2 GΩ (variação: 0,4 a 2,4 

GΩ, n= 13 células de 9 animais. A administração de NPY na presença de TTX e 

bloqueadores sinápticos não induziu alterações significativas no RMP e IR (Figura 15I-K). 

Portanto, nossos resultados sugerem que a hiperpolarização induzida pelo NPY em 

neurônios kisspeptinérgicos do ARH é um efeito indireto dependente de PA.  
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Figura 15. Efeitos do neuropeptídeo Y sobre os neurônios kisspeptinérgicos do ARH. (A, E) Representação dos traçados current-clamp 

demonstrando os efeitos do NPY em neurônios kisspeptinérgicos localizados no ARH. (I) Representação do traçado current-clamp 

demonstrando os efeitos do NPY em ACSF contendo tetrodotxina (TTX, 5mM), antagonistas do receptor de aminoácidos: 6-ciano-7-

nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX, 1 mM, 2-amino-5-fosfonovalerato (AP- 5, 10 mM) e picrotoxina (5 mM) em neurônios kisspeptinérgicos 

do ARH. A linha pontilhada indica o potencial de repouso da membrana. (B, F, J) Gráfico de barras demonstrando o potencial de membrana de 

repouso (RMP), (C, G, K) a resistência 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) Frequência de potenciais de ações (fAPS) dos neurônios 

kisspeptinérgicos responsivos e irresponsivos do ARH. Média ± SEM, ** P <0,004. 
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5.12 Efeitos do NPY em neurônios kisspeptinérgicos no ARH de fêmeas em jejum. 

Considerando que o jejum é suficiente para modular a atividade elétrica de neurônios 

AgRP/NPY (Blevins e Baskin, 2009, Pedroso et al. 2016), na sequencia verificamos se essa 

mudança seria suficiente para alterar o efeito do NPY em neurônios kisspeptinérgicos do 

ARH. Verificamos que em neurônios registrados a partir de animais submetidos ao jejum 

que o RMP médio foi de -54,54 ± 2,5 mV (variação: -40 a 69 mV) e a IR 1,5 ± 0,1 GΩ 

(variação: 0,8 a 2,8 GΩ, n= 13 células obtidas de 10 animais). Cerca de 40% das células 

registradas (n=7 células de 13 células) exibiram AP. A administração de NPY ao banho não 

induziu alterações significativas no RMP, IR ou fAps de neurônios kisspeptinérgicos do 

ARH registrados em fatias encefálicas obtidas de fêmeas submetidas ao jejum (Figura 16D).  

 

 

Figura 16. Efeitos do neuropeptídeo Y sobre os neurônios kisspeptinérgicos de fêmeas 

submetidas ao jejum. (A) Representação gráfica de um registro obtido no current-clamp 

demonstrando que o neuropeptídeo Y (NPY) não modula o potencial de membrana de 

repouso (RMP) de neurônios kisspeptinérgicos localizados no núcleo arqueado (ARH). A 

linha pontilhada indica o RMP. (B) Gráfico de barras demonstrando o RMP, (C) a resistência 

de membrana das células (IR) (n= 13 células de 10 animais) e (D) a frequência de potenciais 

de ações (fAPS) dos neurônios kisspeptinérgicos do ARH (n= 7 células). Média ± SEM. 
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5.13 Efeitos do NPY no núcleo ARH de machos 

Para verificarmos se a diferença entre gêneros poderia influenciar nos resultados 

observados referente a ação do NPY em células kisspeptinérgicas do ARH, realizamos novos 

registros para determinar a ação deste neuropeptídeo em neurônios kisspeptinérgicos obtidos 

de machos adultos ad libitum. Os neurônios kisspeptinérgicos do ARH exibiram RMP médio 

de -55,6 ± 1,5 mV (variação: -45 a -66 mV) e IR de 1,5 ± 0,15 GΩ (variação: 0,5 a 2,8 GΩ).  

Cerca de 60% dos kisspeptinérgicos do ARH registrados (11 de 18 dos neurônios obtidos de 

7 animais dispararam potencias de ação sendo considerados ativos (fAPS: 1,8 ± 0,6 Hz), de 

acordo com a literatura (Frazao et al. 2013, Gottsch et al. 2004). A administração de NPY 

ao banho não induziu alterações significativas no RMP, IR ou fAps de neurônios 

kisspeptinérgicos do ARH registrados em fatias encefálicas obtidas de machos (Figura 

16D). Sugerindo, portanto, que existe uma diferença de gêneros em relação a resposta de 

neurônios kisspeptinérgicos registrados no ARH perante a administração de NPY.  
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Figura 17. Efeitos do neuropeptídeo Y sobre os neurônios kisspeptinérgicos do ARH 

de machos. (A) Representação gráfica de um registro obtido no current-clamp 

demonstrando que o neuropeptídeo Y (NPY) não modula o potencial de membrana de 

repouso (RMP) de neurônios kisspeptinérgicos localizados no núcleo arqueado (ARH). A 

linha pontilhada indica o RMP. (B) Gráfico de barras demonstrando o RMP, (C) a resistência 

de membrana (IR) e (D) a frequência de potenciais de ações (fAPS) dos neurônios 

kisspeptinérgicos do ARH (n= 18 células de 7 animais). Média ± SEM.  
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6. DISCUSSÃO 

É bem descrito na literatura que os neurônios kisspeptinérgicos são essenciais para a 

modulação central da fertilidade e reprodução (de Roux et al. 2003, Seminara et al. 2003, 

Funes et al. 2003). Há evidências que sugerem que a interação entre os neurônios POMC, 

AgRP/NPY e neurônios kisspeptinérgicos, pelo menos no ARH, representam a ligação entre 

o 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 

padrão do ciclo estral. Porém, um único episódio de jejum ou um único período de FR não 

são suficientes para afetar a fertilidade das fêmeas. Muito embora o jejum tenha induzido o 

aumento da expressão de Fos no ARH, como esperado (Wu et al. 2014a, Pedroso et al. 2016, 

Furigo et al. 2019), os neurônios kisspeptinérgicos não coexpressaram a proteína. A 

expressão gênica das fêmeas submetidas ao jejum revelou uma redução significativa de 

Kiss1, Cartp, TH e Pomc e um aumento da expressão dos genes Agrp e Npy, como 

demonstrado na literatura (Ramos - Lobo et al. 2017, Pedroso et al. 2020). A dosagem do 

hormônio LH não foi alterado no grupo jejum, no entanto, as fêmeas obtiveram aumento dos 

níveis de FSH, sendo que, esse aumento não está correlacionado com a citologia vaginal. 

Nas análises eletrofisiológicas, notamos que o jejum não modifica o padrão de excitabilidade 

excitatória de neurônios kisspeptinérgicos do AVPV/PeN e ARH de fêmeas, 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 fêmeas submetidas ao jejum 

exibiram modificações significativas no padrão de excitabilidade inibitória das sIPSC dos 

neurônios kisspeptinérgicos, sugerindo que o jejum pode modular as vias GABAérgicas que 

atuam sobre neurônios kisspeptinérgicos do ARH de fêmeas. Em 45% das células 

kisspeptinérgicas localizadas no ARH o NPY induziu a hiperpolarização do RMP, efeito que 

não foi observado em machos, revelando a diferença entre gêneros. O efeito observado na 

presença de bloqueadores evidenciou que a resposta induzida ocorre de forma indireta. 

Sendo assim, nossos dados sugerem que neurônios kisspeptinérgicos do ARH possam ser a 

ponte de comunicação entre a homeostase energética e eixo reprodutivo. 

O estado nutricional, balanço energético e adiposidade corporal são fatores cruciais 

para a maturação sexual e reprodução, pois uma quantidade adequada de reserva energética 

é necessária 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 o 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 redução significativa da expressão 

do RNAm que codifica o gene Kiss1, e afeta o ciclo estral tornando-o prolongado (Matsuzaki 

et al. 2011). Demonstramos, portanto, que efeitos semelhantes são observados em 

camundongos submetidos a jejum de 24 horas. No entanto, a longo prazo, a fertilidade das 

fêmeas, bem como, o número de filhotes por ninhada, não foram alterados com uma única 

intervenção aguda. Ao investigarmos uma intervenção diferente que sabidamente induz 

diversas adaptações para economizar energia, dentre elas, perda de peso corporal além de 

supressão dos eixos da tireoide e aumento da secreção de glicocorticoide (Chan et al. 2003, 

Furigo et al. 2019), notamos alteração do padrão do ciclo estral. Entretanto, a longo prazo, a 

fertilidade das fêmeas não foi alterada de forma significativa. Deste modo, as restrições 

agudas são transmitidas ao eixo HPG, sendo necessário elucidar se os neurônios 

kisspeptinérgicos fazem parte da via neural que transmitem as alterações ao eixo HPG.  

Os eventos que iniciam o processo da ovulação começam com os aumentos dos 

níveis de estradiol que são percebidos pelos neurônios kisspeptinérgicos do AVPV/PeN, que 

por sua vez, estimulam os neurônios GnRH para regular a secreção de LH e FSH pela 

hipófise, no entanto, a ovulação é caracterizada por um evento específico que depende de 

um pico pré-ovulatório de LH (Christian et al. 2010; Goodman et al. 2022). Em ratas, está 

bem estabelecido que, apenas na tarde do proestro, em que há predominância de células 

epiteliais no lavado vaginal, os neurônios GnRH apresentam a expressão 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 níveis de FSH (Smith et al. 1975). Estudos mais recentes 

demonstram que além da ativação dos neurônios GnRH, há expressão de Fos em neurônios 

kisspeptinérgicos localizados no AVPV/PeN de ratas (Mohr et al. 2021). É importante 

ressaltar que o padrão de pico de LH é muito variável em camundongos (Christian et al. 

2010, Czieselsky et al. 2016, Lass et al. 2020). De qualquer forma, a expressão da proteína 

Fos é considerada um marcador da atividade neuronal (Hoffman and Lyo 2002).  

No presente estudo, utilizamos a marcação de Fos para determinarmos se neurônios 

kisspeptinérgicos são ativados perante o jejum. Ao verificarmos o padrão de expressão da 

proteína Fos mediante ao jejum no núcleo ARH, notamos que a expressão de Fos foi 
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detectada em neurônios localizados próximos ao terceiro ventrículo, representando 

potencialmente neurônios AgRP/NPY (Wu et al. 2014a, Pedroso et al. 2016, Furigo et al. 

2019). No entanto, demonstramos que neurônios kisspeptinérgicos hipotalâmicos não 

coexpressaram Fos mediante ao jejum. Sugerindo que interneurônios devem influenciar os 

neurônios kisspeptinérgicos e ou outras vias de sinalização podem ser recrutadas mediante 

o jejum. Em nosso grupo controle observamos que parte dos animais apresentaram aumento 

de LH circulante e aumento do peso uterino, corroborando com evidências 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, fêmeas submetidas a ovarectomia e ao jejum por 

48 horas, também apresentam redução dos níveis de LH (Huang et al., 2008). O mesmo foi 

encontrado em fêmeas ovarectomizadas e submetidas ao jejum curto de 5 horas, sugerindo 

que a diminuição do LH se deve pela inibição dos neurônios kisspeptinérgicos no ARH e 

possivelmente populações neurais aferentes às essas células (McCosh et al., 2019). O estudo 

de McCosh et al. (2019) revela que apesar da redução significativa de LH após o breve jejum 

de 5 horas, além do estresse para coleta seriada, a própria alteração metabólica com 

administração de insulina ou salina, também pode causar a supressão de LH. Nos nossos 

resultados, aproximadamente 73% das fêmeas do grupo jejum apresentaram a 

predominância de células cornificadas, sem alterações no peso uterino e nos níveis de LH. 

Muito embora, tenhamos verificado um aumento dos níveis de FSH no grupo jejum, 

sugerimos que este achado não tem correlação com a citologia vaginal.  

Na investigação da expressão gênica a partir das microdissecções obtidas da POA, 

que potencialmente contém os núcleos AVPV/PeN e microdissecções adquiridas na área 

médio-basal-hipotalâmica, que potencialmente contém o ARH, verificamos que houve uma 

diminuição significativa da expressão gênica de Pomc e um aumento da expressão dos genes 

Agrp e Npy no ARH de animais submetidos ao jejum, conforme evidenciado anteriormente 

(Pedroso et al. 2016). Supreendentemente, nos nossos resultados, a expressão do gene Th do 

ARH foi suprimida em fêmeas submetidas ao jejum, sem que houvesse qualquer alteração 

no AVPV/PeN. Vale ressaltar que a TH participa da síntese de catecolaminas, como a 

dopamina e que os neurônios kisspeptinérgicos do AVPV/PeN são em sua maioria 

dopaminérgicos e apresentam alta co-expressão da TH (Simerly et al. 1985, Scott et al. 

2015). Neurônios dopaminérgicos do AVPV/PeN possuem projeções para os neurônios 

GnRH, sugerindo que a dopamina derivada do AVPV/PeN pode influenciar o eixo HPG 

(Clarkson e Herbison, 2011, Kumar et al. 2015). Contudo, não está elucidado sobre quais 
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ações a dopamina exerce sobre os neurônios GnRH. É importante salientar que 

camundongos que não expressam o gene que codifica a TH especificamente nos neurônios 

kisspeptinérgicos não apresentam alterações no desenvolvimento da puberdade, na 

síntese/secreção de hormônios gonodotróficos ou alterações da fertilidade (Stephens et al. 

2017). Portanto, o significado da redução da expressão do RNAm que codifica a TH 

precisará ser melhor investigado. Estudos têm demonstrado uma ligação entre os neurônios 

kisspeptinérgicos com os neurônios AgRP/NPY e POMC que são essenciais para o 

metabolismo (Fu and van den Pol 2010, Hudson et al. 2022). Ademais, os neurônios 

kisspeptinérgicos hipotalâmicos têm sido associados com o controle do gasto energético e 

saciedade (Marraudino et al. 2017). Sabe-se que a redução da ingestão alimentar está 

associada a à infertilidade (Roa and Tena-Sempere 2014b, Sanchez-Garrido and Tena-

Sempere 2013). De acordo com Castellano et al. (2005) a atividade de neurônios GnRH não 

é modulada diretamente por neurônios AgRP/NPY, reforçando a nossa hipótese de que o 

balanço energético pode potencialmente informar o eixo HPG via neurônios 

kisspeptinérgicos hipotalâmicos.  

Ao analisarmos propriedades biofísicas de neurônios kisspeptinérgicos, 

demonstramos que os dados basais (RMP, IR, sEPSC e sIPSC) dos neurônios 

kisspeptinérgicos registrados no grupo controle, estavam de acordo com o que foi descrito 

anteriormente (Frazao et al. 2013, Gottsch et al. 2004). O jejum não foi suficiente para 

modular as propriedades avaliadas em neurônios kisspeptinérgicos do AVPV/PeN. Por outro 

lado, os neurônios kisspeptinérgicos do ARH exibiram diminuição significativa da 

frequência e amplitude da sIPSC, sugerindo que mediante o jejum ocorre uma modulação 

da transmissão GABAérgica pré e pós-sináptica em neurônios kisspeptinérgicos do ARH.  

A literatura aborda que as células kisspeptinérgicas do ARH excitam diretamente os 

neurônios POMC e inibem, de forma indireta, os neurônios AgRP/NPY por vias 

glutamatérgicas (Nestor et al. 2016, Qiu et al. 2016). Além disso, os neurônios 

kisspeptinérgicos do ARH se projetam para neurônios do localizados no núcleo dorsomedial 

hipotalâmico (DMN) (Clarkson et al. 2006) e excitam os neurônios por via glutamatérgica 

para o controle do gasto de energia (Bosch et al. 2012, Rezai-Zadeh et al. 2014). Enquanto 

que, os neurônios kisspeptinérgicos do AVPV/PeN também se projetam para o DMN e para 

o núcleo hipotalâmico paraventricular (PVH), no entanto, exercem os efeitos opostos por via 

GABAérgica, sob a presença de altos níveis circulantes de estradiol. Ainda é importante 

salientar que os neurônios AgRP/NPY localizados no ARH projetam-se para os núcleos 
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PVH e DMH para os neurônios de segunda ordem sob condições de alta demanda energética 

como por exemplo, na lactação (Valassi et al. 2008). Portanto, novas investigações são 

necessárias para desvendar quais neurônios (ou populações neuronais) em contrapartida 

modulam os neurônios kisspeptinérgicos do ARH de camundongos submetidos ao jejum. 

Nas nossas investigações eletrofisiológicas com a adição do NPY ao banho, 

verificamos que o NPY não modulou a RMP ou IR dos neurônios kisspeptinérgicos do 

AVPV/PeN. Em contrapartida, no núcleo ARH, 45% dos neurônios kisspeptinérgicos 

hiperpolarizaram com o NPY adicionado ao ACSF. Diante disto, cabe ressaltar que 

recentemente, Coutinho et al (2020) demonstrou que os neurônios kisspeptinérgicos 

localizados no AVPV/PeN e ARH são modulados pelos neurônios AgRP/NPY, o que resulta 

em inibição da secreção de LH e interrupção da ciclicidade estral (Padilha et al. 2008). A 

hiperpolarização encontrada em 45% dos neurônios kisspeptinérgicos muito possivelmente 

trata-se de uma resposta indireta, visto que, o efeito não persistiu na presença de TTX e 

bloqueadores sinápticos. Surpreendentemente, nas nossas evidencias, o NPY não modulou 

as propriedades biofísicas de neurônios kisspeptinérgicos do grupo jejum, ressaltando a 

complexidade dos circuitos envolvidos entre os neurônios kisspeptinérgicos e o estado 

nutricional (Rønnekleiv et al. 2022). Além disso, observamos que os neurônios 

kisspeptinérgicos do ARH de machos ad libitum não respondem ao NPY. Olofsson e 

colaboradores (2004) evidenciaram o estrogênio regula os neurônios AgRP/NPY, contudo, 

esses neurônios oxerígenos não expressam o ERα no hipotálamo de camundongos, sugerindo 

a regulação indireta por meio de interneurônios que expressam ERα. Futuros estudos serão 

necessários para investigar a importância fisiológica no dimorfismo observado em relação à 

resposta indireta do NPY em neurônios kisspeptinérgicos do ARH. Além disso, novos 

estudos serão necessários para determinar qual grupamento neuronal recebe informação 

direta de neurônios AgRP/NPY e em contrapartida inibe os neurônios kisspeptinérgicos do 

ARH em uma situação ad libitum apenas em fêmeas. Após a identificação dos grupamentos 

específicos será interessante ainda determinar quais tipos de receptores ao qual o NPY se 

liga são responsáveis pela hiperpolarização observada.  
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7. CONCLUSÃO 

     Nossos dados sugerem que estímulos agudos são suficientes para que ocorra 

alterações do ciclo estral, expressão gênica e secreção de hormônios gonadotróficos.  A 

longo prazo um único estimulo agudo não é suficiente para afetar a fertilidade. No entanto, 

o jejum de 24 horas induz alterações significativas na atividade dos neurônios 

kisspeptinérgicos do ARH. Dessa forma, de acordo com a hipótese formulada, concluímos 

que neurônios kisspeptinérgicos do ARH compõem a via neural através da qual informações 

sobre o estado nutricional são transmitidas ao eixo HPG, de acordo dados recentes da 

literatura. Nossos achados abrem ainda novas perspectivas para explorar as ações dos 

neurônios AgRP/NPY sobre os neurônios kisspeptinérgicos do ARH e se essa a regulação é 

dependente de estrógenos. 
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