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RESUMO

MACEDO, Gustavo Guerino. D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2011. Ax6nios contendo neuropeptideo Y em proximidade a neurdnios
contendo kisspeptina no hipotalamo de ovelhas. Orientador: Eduardo
Paulino da Costa. Coorientadores: Ciro Alexandre Alves Torres, Eliane Vianna
da Costa e Silva, José Domingos Guimaraes e Laércio dos Anjos Benjamin.

O eixo reprodutivo tem a capacidade de responder a variagcdes nos
fatores metabdlicos. Entretanto, os mecanismos celulares e moleculares que
ligam o balango energético com reprodugao, assim como os locais do cérebro
para esta funcdo, permanecem nao compreendidos. Peptideos
neuroendocrinos, como neuropeptideo Y (NPY) e kisspeptina sdo considerados
como tendo funcg&o primordial na sinalizagdo da nutricdo a reproducédo. O NPY
€ um peptideo com potente efeito orexigénico e a kisspeptina € o mais
poderoso estimulador da liberagdo de hormdnio liberador de gonadotrofinas
(GnRH)/horménio luteinizante (LH). Para avaliar um possivel papel do NPY na
modulacdo da resposta de kisspeptina, € necessario estabelecer as bases
anatébmicas entre os neurbnios contendo esses dois neuropeptideos no
hipotalamo. O modelo experimental utilizado foram ovelhas mesticas Suffolk
ovariectomizadas e estimuladas por implante de estradiol. Os animais foram
abatidos e cortes do hipotalamo contendo a area pré-6ptica (POA) e nucleo
arqueado (ARC) foram submetidas a imunofluorescéncia dupla para detecgao
de NPY e kisspeptina. Por meio de microscopia de fluorescéncia, foi analisado:
0 numero de corpos celulares contendo kisspeptina-imunoreativa (kp10-ir); o
numero de varicosidades contendo NPY-ir em contato préximo com corpo
celular ou dendritos de kp10-ir e a densidade das fibras de NPY nas regides
estudadas. No total, foram analisadas 3.037 células imunorreativas para
kisspeptina, sendo que 27,2% dessas estavam em contato proximo a axdnios
contendo NPY. O numero médio de contatos de axdnios de NPY com o corpo
celular de kisspeptina foi de 16 =+ 0,3 e 21 * 0,3 na POA e ARC,

Xiv



respectivamente. O numero de contatos de NPY com dendritos de kisspeptina
foi 1,5+ 0,5e 1,6 £ 0,1 na POA e ARC, respectivamente. Assim, foi verificado
que axoénios contendo NPY estdo em contato préximo com corpos celulares e
dendritos de uma subpopulagdo de neurdnios secretores de kisspeptina na
POA e ARC de ovelhas. As analises indicam que o NPY possa regular fungdes

neuroendocrinas, atuando diretamente em neurdnios kisspeptina.
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ABSTRACT

MACEDO, Gustavo Guerino. D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February
of 2011. Neuropeptide Y containing axons in proximity to kisspeptin
containing neurons in hypothalamus of ewes. Adviser: Eduardo Paulino da
Costa. Co-advisers: Ciro Alexandre Alves Torres, Eliane Vianna da Costa e
Silva, José Domingos Guimaraes and Laércio dos Anjos Benjamin.

The reproductive axis responds to changing on levels of metabolic
factors. However, cellular and molecular mechanisms linking energy balance
and reproduction, as well the brain sites for this function remain not well
understood. Neuroendocrine peptides like neuropeptide Y (NPY) and kisspeptin
are considered to have a major function signaling nutrition to reproduction. NPY
is a peptide with a potent orexigenic effect and kisspeptin is the most important
stimulator of the releasing of the gonadotrophin-releasing hormone
(GnRH)/luteinizing hormone (LH). To evaluate the role of NPY on the
modulation of the kisspeptin releasing is necessary to establish the anatomic
bases between this two neuropeptides in the hypothalamus. The experimental
model used was ovariectomized crossbreed Suffolk ewes with subcutaneous
estradiol implant. Animals were euthanatized and hypothalamic tissue assayed
to double-label immunofluorescence to detect NPY and kisspeptin in pre-optic
area (POA) and arcuate nucleus (ARC). Fluorescence microscopy was used to
analyze the number of immunoreactive kisspeptin containing cell bodies (kp-ir),
NPY-ir containing varicosities in close contact with kp10-ir cell bodies and
dendrites, density of NPY containing fibers in the studied sites. Total of 3,037
kp10-ir cell bodies were analyzed, which 27% of them are in close contact with
NPY containing axons. The mean number of axo-somatic contacts per kp10-ir
neuron observed was 1.6 + 0.3 and 2.1 £ 0.3 for POA and ARC, respectively.
On the other hand, the mean number of NPY varicosities in close contact with
kp10-ir dendrite was 1.5 + 0.5 and 1.6 + 0.1 contacts for POA and ARC,
respectively. Thus, this study determined that NPY containing axons are in

close contact with kisspeptin cell bodies and dendrites in POA and ARC of
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ovariectomized ewes with estradiol implant. It suggests that NPY may regulate

neuroendocrine functions acting directly on kisspeptin neurons.
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1 INTRODUCAO*

O sucesso reprodutivo € dependente de nutricdo adequada. Atualmente,
ha pouca duvida de que a eficiéncia reprodutiva € minimizada durante
momentos de restricdo nutricional (Ahima et al. 1996, Estrada et al. 2003,
Fernandez-Fernandez et al. 2006). Na verdade, o funcionamento dos 6rgéos
reprodutivos esta sujeito ao status energético que limita a fertilidade a
momentos de reserva energética adequada. Algumas espécies incorporam um
mecanismo preditivo para aumentar a probabilidade de sucesso reprodutivo,
limitando a atividade reprodutiva a momentos do ano nos quais nascimento e
amamentacao sao propicios.

O conhecimento das bases neuroendocrinas da interagdo nutricdo vs
reproducdo € indispensavel para o desenvolvimento de novas terapias
aplicadas a varias areas desde a saude humana e animal, ou aumento da
produtividade de animais de producdo. Um exemplo a ser citado é a sindrome
dos ovarios policisticos em adolescentes obesas que tem sua puberdade
antecipada devido a suas altas taxas metabdlicas; ou mesmo a tentativa de
antecipacéao da ciclicidade de vacas pés-parto que estdo em balango energético

negativo.

' Esta tese segue as normas e formato da revista Reproduction in Domestic Animals. Programas de
computador utilizados: Microsoft Word, Microsoft Excel, Microsoft PowerPoint, Adobe Photoshop CS5,
NIS-Elements BR 3.00 e EndNote X4.



A deficiéncia nutricional causa efeitos negativos no eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal (HHG), principalmente pela inibigdo da liberagdo de
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e consequentemente de
horménio luteinizante (LH) (Estrada et al. 2003). Desta forma, tanto a
puberdade como a recorréncia normal de ciclos estrais (ou menstruais) sao
acometidos pela deficiéncia nutricional (Prasad et al. 1993). Apesar de haver
consenso de que estes disturbios tenham em grande parte origem no sistema
nervoso central, as interacbes neuroanatdbmicas e processos celulares e
moleculares, mediando efeitos adversos da condicdo metabdlica na
neurobiologia reprodutiva, permanecem pouco compreendidos (Crown et al.
2007). Iniciou-se a busca pelo entendimento de como o eixo reprodutivo pode
ser sinalizado sobre o status metabalico.

Sabe-se que o neuropeptideo Y (NPY) tem papel importante na
comunicagao metabolismo/reproducédo. Este neuropeptideo tem um potente
efeito orexigénico (estimulante do apetite) e € inibido pela leptina (Finn et al.
1998, Ahima et al. 1996). Seu papel na reprodugcédo passa por uma atuagao
direta na secregdo de GnRH (Li et al. 1999), sendo que a presenca de
concentracao elevada de NPY no hipotalamo causa disturbios no ciclo estral e
atraso na maturidade sexual (Pierroz et al. 1995, Toufexis et al. 2002). Inje¢des
icv.de NPY em ovelhas ovariectomizadas, com ou sem implante de Ej,
mostraram que em ambos os casos o NPY diminui a frequéncia e amplitude
dos pulsos de LH (McShane et al. 1992, Morrison et al. 2003), assim como em

animais subnutridos (McShane et al. 1993). Em vacas, também é observada



diminui¢ao da pulsatilidade de GnRH/LH com administracéo icv de NPY (Gazal
et al. 1998). Entretanto, ha indicios de que o NPY pode atuar de forma indireta
na liberacdo de GhnRH em determinados momentos da vida do animal.

Dois artigos independentes mostraram que animais com auséncia do
receptor Kiss1r, ligante natural do hormdnio peptidio, apresentam
hipogonadismo hipogonadotrofico (Seminara et al. 2003, de Roux et al. 2003).
Esta descoberta estabeleceu um dos papéis-chave da kisspeptina no controle
reprodutivo. Desde entdo, diversos trabalhos, nas areas molecular e
farmacoldgica, mostram que a kisspeptina é fundamental no inicio da
puberdade e na regulagcdo da secrecao de gonadotrofinas em adultos (via
feedback de esterdides ou ndo). Esse peptideo € um dos mais poderosos
estimuladores da secregdo de GnRH/LH (Tena-Sempere 2010), sendo
considerado uma das mais importantes descobertas em neuroendocrinologia
reprodutiva desde o isolamento do GnRH, no inicio da década de 70 (Roa et al.
2008).

As células secretoras de kisspeptina no hipotalamo, respondem a sinais
metabdlicos e podem transmitir informagdes importantes as células produtoras
de GnRH. Isso porque por meio de seu receptor protéico-G (GPR54), a
kisspeptina tem acdo direta nos neurénios que contém GnRH, estimulando a
liberagdo deste horménio (Clarkson et al. 2008). O envolvimento potencial no
controle metabdlico e fertilidade foi inicialmente demonstrado em camundongos
pré-puberes que sob restricdo alimentar tiveram diminuida a expressao

hipotaldamica do gene Kissl e aumentado o RNAm do Kiss1r, associado a uma



diminuicdo da secre¢cao de gonadotrofina. Adicionalmente, kisspeptina nao
altera o consumo alimentar (Castellano 2005, Luque et al. 2007). Embora, até o
momento 0s mecanismos moleculares pelos quais a funcido reprodutiva é
interrompida em situagbes de insuficiéncia energética, permanecem nao
caracterizados.

Existe evidéncia de que kisspeptina e NPY possam mediar os efeitos da
nutricdio no controle da reproducdo. Restricdo alimentar € associada com
inibicdo da expressao do gene de kisspeptina KISS1 (Castellano 2005).
Adicionalmente, a leptina exdgena (hormdnio produzido pelos adipécitos, com
fungéo no desencadeamento da puberdade) quando aplicada em camundongos
com deficiéncia de producdo de leptina, aumenta a expressdo de RNAm do
Kiss1 no ARC (Smith et al. 2006). Por outro lado, a leptina inibe a expresséo de
RNAmM de NPY no ARC (Ahima et al. 2000).

Assim, com o presente estudo espera-se aumentar o entendimento das
bases fisioldgicas da regulagdo da liberagdo de gonadotrofinas via interagao
nutricional. A identificagdo de interagdes neuroenddcrinas mediando a
informacdo metabdlica no controle da reprodugao, pode levar a uma grande
variedade de aplicagbes, tanto na ciéncia basica quanto na aplicada, como
novas terapias farmacolégicas ou estratégias de manejo para aumentar a

eficiéncia reprodutiva em animais de producao.



2 OBJETIVO

Foi hipotetizado que o papel modulatério da nutricdo na reproducao envolve
a acao direta do NPY na liberacdo de kisspeptina. Para comprovar esta
hipétese, foi verificado se ha relacdo anatdbmica entre neurbnios que contém
kisspeptina e NPY. Mais especificamente a possibilidade de contatos préximos
entre axénios com NPY e corpos celulares ou dendritos imunorreativos a
kisspeptina na area pré-6ptica e hipotalamo de ovelhas, utilizando

imunofluorescéncia de dupla marcacgao.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Estrutura do sistema nervoso central e comunicag¢fes neuronais

O cérebro é o principal érgao do SNC, localizado no interior do cranio,
com dois hemisférios relativamente simétricos. A parte externa do cérebro é
chamada de coértex ou substancia cinzenta, e a interna € denominada encéfalo,
substancia branca ou medular (Kolb e Whishaw, 2001).

O cérebro de mamiferos € formado por uma grande populacdo de
células nervosas, divididas basicamente em dois tipos celulares, sendo as -
células da Glia e os neurbnios. As células Gliais (84 bilhdes) fornecem aos
neurdnios suporte fisico, metabdlico, sintetizam diversos fatores de crescimento
e estimulam o estabelecimento de diferentes sinapses axosomaticas em
neurdnios especificos (Galbiati et al. 2003, Witcher et al. 2007, Azevedo et al.
2009). H4 uma certa divergéncia entre autores quanto ao tamanho da
populacdo de neurdnios, entretanto estudos recentes mostram que ela é
estimada em aproximadamente 86 bilhdes de células em humanos. Os
neurbnios sdo a unidade funcional do sistema nervoso, responsaveis por
receber, integrar, processar, transmitir informagéo na forma de sinal elétrico ou
quimico para outra célula neuronal ou ndo, assim como sintetizar fatores e

neurohormdnios que regulam diversas fungdes fisiologicas (Azevedo et al.



2009, Pozo e Goda 2010). De forma geral, os neurdnios excitam ou inibem
outros neurdnios. Assim, um neurdnio sera estimulado a agir se os estimulos
excitatorios excederem inibitérios (Kolb e Whishaw, 2001).

Dependendo de sua localizagdo, os neurbnios podem variar
consideravelmente quanto a sua forma e funcéo. Entretanto, as capacidades
cerebrais surgem nao apenas do formato dos neurbnios, mas também das
conexbes que fazem entre si, da seletividade dos canais ibnicos e dos
receptores de membranas (Reece, 2006). Neurdnios podem ser excitatérios,
inibitérios ou modulatérios. Com relagdo a sua funcdo, podem ser motores,
sensoriais ou secretorios (Raine, 1994). Basicamente, os neurdnios sao
constituidos por dendritos, que surgem do corpo celular e sdo a area de
recepgao de informagdes; corpo celular (soma, pericario) contendo organelas
para a maior parte das atividades metabdlicas da célula; axénios (fibra nervosa,
geralmente longa, podendo alcangar mais de 1 m em grandes animais), que
sdo prolongamentos da célula que transmite informacdes; e terminagdes pré-
sinapticas ou botdes sinapticos na extremidade do axdnio, que sao tumefagdes
que contém vesiculas contendo neurotransmissores e formam sinapses
quimicas com outros neurénios (Eurell, 2004; Cunningham e Klein, 2008).

A mielina de um axénio € uma estrutura isolante que quando no sistema
nervoso periférico, é formada pelas células de Schwann, que circundam toda a
extensao da fibra. Ja& no SNC, a mielina é formada por oligodentrocitos. Esta
estrutura € interrompida em intervalos regulares ao longo do comprimento do

axénio, formando os ndédulos de Ranvier, local onde ocorre um rapido



intercambio ibnico. Assim, esta conducao saltatéria pelos nédulos de Ranvier,
aumenta consideravelmente a velocidade de condug¢do do impulso nervoso,
chegando em alguns casos a 140 m/s (Perrett et al. 1982, Reece, 2006). Desta
forma, um neurdnio, quando estimulado, pode gerar um potencial de agao no
segmento inicial do axénio junto ao soma, que percorre toda sua extensao,
estimulando a liberagado das vesiculas neurosecretorias (contendo peptideos e
aminas) do botao sinaptico (Eurell, 2004). Outra caracteristica importante dos
axénios é que nao possuem ribossomos. Assim, ndo podem sintetizar
peptideos e proteinas, servindo apenas como meio de transporte dos
neurotransmissores do corpo celular até as terminagcbes pré-sinapticas
(Cunningham e Klein, 2008).

Os pontos de contato dos neurbnios sdo chamados de sinapses. O
citoplasma de um neurdnio pré-sinaptico possui multiplas vesiculas sinapticas
contendo neurotransmissor, e sob determinado estimulo nervoso ocorre a
exocitose apds a fusdo da vesicula a membrana pré-sinaptica, liberando seu
conteudo na fenda sinaptica. Os neurotransmissores atravessam a fenda e se
ligam a receptores na membrana pos-sinaptica, desencadeando eventos
especificos no neurdnio (Maio, 2008, Pozo e Goda, 2010). As sinapses podem
ser encontradas nos corpos celulares, dendritos, segmento inicial dos axénios,
botdes sinapticos e nas gémulas dos axénios (Reece, 2006). Outra forma mais
rapida e simples, porém menos comum de sinalizacao intercelular, sdo as

sinapses elétricas, que sdo jungdes especializadas (tipo gap) que permitem a



passagem da corrente ibnica diretamente entre os neurbnios (Bennett, 1977),
de forma bidirecional (Connors e Long, 2004).

Os neurotransmissores sdo pequenas moléculas organicas capazes de
transmitir uma mensagem de um neurdnio a outro. Quimicamente esses
transmissores podem ser aminas biogénicas (p.e. catecolaminas norepinefrina
e dopamina e as indolaminas serotonina e histamina), acetilcolina ou
aminoacidos (p.e. acido y-aminobutirico [GABA], glutamato, glicina), ou
peptideos que sao sintetizados no corpo celular, atingindo o axénio por
transporte axoplasmatico . A acao pds-sinaptica de certo neurotransmissor em
dada sinapse, ndo é uma propriedade inerente do transmissor, mas sim
determinada pelo tipo especifico de receptor para o transmissor encontrado no
neurbnio pos-sinaptico. Isso explica o fato de alguns neurotransmissores
causarem despolarizagdo pos-sinaptica em algumas sinapses e
hiperpolarizacdo em outras (Reece, 2006). Neste sentido, a comunica¢ao
neuronal é mais complexa do que parece. Um neurdnio geralmente tem
receptores de membrana para mais de uma substancia. Isso implica que a
funcdo de um neurbnio pode mudar conforme a combinagdo de substancias
liberadas. Desta forma, neurdnios sintetizadores de um neuropeptideo
especifico podem ser considerados de diferentes populacbes em uma mesma

regido cerebral, como no caso do hipotalamo.
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3.2 Desenvolvimento hipotalamico e hipofiséario

O SNC pode ser dividido em sete regides principais, em sentido caudal
para rostral: medula espinhal, medula oblonga (bulbo), ponte, cerebelo,
mesencéfalo, diencéfalo e telencéfalo (Frandson et al. 2009). O diencéfalo é a
regido do cérebro que inclui o talamo, metatalamo, hipotalamo, epitalamo,
subtalamo e pré-teto. Como o nome diz, o hipotalamo se localiza ventral ao
talamo, constituindo a parte ventral do diencéfalo, estendendo-se do quiasma
dptico aos corpos mamilares (Feeman, 1995). E subdividido em 22 pequenos
nucleos e responsavel por aspectos comportamentais como alimentacgao,
comportamento sexual e emocional, sono, termoregulagdo, movimento, ritmos
de atividade e vida vegetativa (Kolb e Whishaw, 2001).

O hipotdlamo é uma regido complexa e cada pequeno nucleo é
envolvido em varias fungdes, respondendo a estimulos gerados no proprio
hipotalamo ou nado, estando assim conectado a muitas partes do SNC. As
funcdes reprodutiva e nutricional sdo reguladas por regides especificas como o
nucleo supra-6ptico (SO), supraquiasmatico (SQM), paraventricular (PAV),
lateral (LT), dorsomedial (DMH), ventromedial (VMH), area pré-optica (POA) e
nucleo arqueado (ARC), eminéncia mediana (ME) (Pelletier 1990, Frandson et
al. 2009).

Alguns neuroanatomistas consideram a POA como parte ndo integrante

do hipotalamo, outros a classificam como parte do hipotalamo anterior (AHA).
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De qualquer forma, a POA esta situada imediatamente ventral a comissura
anterior, dorsal ao quiasma optico no AHA e lateralmente ao terceiro ventriculo
(Merriam-Webster, 2010), como visto na Figura 1A, B.

O ARC (também chamado de nucleo infundibular) esta localizado no
hipotdlamo médio basal (MBH), circundando a parte ventral do terceiro
ventriculo, adjacente a ME (Figura 1C, D). Contém uma densa populagdo de
pequenos neurbnios com 1-3 dendritos. O ARC se comunica primariamente
com a hipdfise, hipotalamo, sistema limbico, periarqueduto do mesencéfalo e
nucleo auténomo do tronco encefalico (Chronwall, 1985).

Uma das fungdes mais importantes do hipotalamo é fazer a ligagao entre
sistema nervoso e enddécrino via glandula hipéfise, tendo assim influéncia direta
na secrecgao da ultima. Isto se deve a diferentes fatores liberadores e inibidores,
atualmente reconhecidos como hormdnios hipotalamicos, transmitidos para a
adenohipdfise via sistema porta-hipofisario. Sdo reconhecidos oito horménios
hipotaldmicos liberadores e inibidores: GnRH; horménio inibidor de
gonadotrofinas (GnlH); horménio liberador de corticotrofina (CRH); hormdnio
liberador de tireotrofina (TRH); horménio liberador de hormdnio do crescimento
(GRH); somatostatina (SS, também conhecida como hormodnio inibidor do
GRH); horménio de liberacdo de prolactina (PRH) e dopamina (também
chamado de hormonio inibidor de prolactina). A oxitocina e o horménio anti-
diurético, também sao sintetizados pelo hipotalamo nos nucleos paraventricular

e supra-optico, respectivamente (Neill, 2006).
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Figura 1. Seccédo transversal de 35 pm de cérebro ovino. A) Secg¢ao corada
para células, utilizando hematoxilina-eosina (HE) mostrando a relagao
anatébmica da area pré-otica (POA) com o quiasma otico, 3° ventriculo (3V),
comissura anterior e foérnix. B) Imagem em nivel da POA mostrando coloracéo
para axonios. C) Secgao em nivel de nucleo arqueado (ARC) com coloragao
HE para células e em D) para axdénios. No canto inferior esquerdo ha a vista
lateral mostrando em que nivel se encontra a secg¢do. (The Sheep Brain Atlas,

John I. Johnson et al. Suporte financeiro: U. S. National Science Foundation).

A ME do hipotdlamo, € a area na qual os hormoénios liberadores e
inibidores sao secretados. Esta regido contém poucos corpos celulares; porém,
possui uma densa rede de terminagbes nervosas circundando os capilares
sanguineos, os quais originam o sistema porta. Corpos celulares de neurénios
que se projetam para a camada externa da ME e secretam os horménios

liberadores ou inibidores, sdo organizados dentro dos nucleos hipotalamicos.
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Os neurénios que secretam GnRH estdo primariamente préoximos a area pré-
optica medial (POA). Os neurbnios secretores de kisspeptina estao também na
POA, assim como no DMH e ARC (Franceschini et al. 2006). Os neurdnios
secretores de NPY estdo localizados no ARC e no PAV (Morris, 1989).

A hipéfise (também chamada de pituitaria) € dividida em adeno-hipofise
e neuro-hipofise. A primeira é composta pelas partes tuberal, intermédia e
distal. E uma estrutura bastante vascularizada e contém diferentes tipos de
células glandulares, capazes de sintetizar e secretar os seguintes horménios:
horménio tireotréfico (TSH), adrenocorticotrofico (ACTH), FSH, LH, GH e
prolactina. A neuro-hipofise se divide em parte nervosa e infundibulo
hipofisario. E composta por fibras nervosas nao-mielinizadas derivadas de
neurdnios neurosecretores do hipotalamo, contendo oxitocina e horménio
andidiurético (vasopressina) que sao liberados diretamente na circulagao

sistémica (Reece, 2006).

3.3 Eixo hipotalamico-hipofisério

Os eventos reprodutivos, tanto em machos quanto em fémeas, sao
fundamentalmente dependentes de um sistema complexo de interagdes
hormonais, que ocorrem principalmente entre o hipotalamo, a hipdfise e as
gbnadas. As gonadotrofinas hipofisarias, LH e FSH, sa&o hormoénios

glicoprotéicos envolvidos principalmente no controle de fungdes gonadais como
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ovulagdo, gametogénese e esteroidogénese (Fevold et al. 1931). Em
mamiferos, a secrecado de LH e FSH é controlada por uma rede neuroenddcrina
complexa integrando sinais centrais e periféricos. Hierarquicamente, o fator
crucial no controle central da secregdo de gonadotrofinas € o peptideo GnRH,
sintetizado pelo hipotalamo e transportado para a adenohipofise, onde se liga a

seu receptor especifico nos gonadotrofos (Herbison, 2006).

Hormonio liberador de gonadotrofina

O GnRH é um hormobnio peptideo composto por 10 residuos de
aminoacidos (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH;) (Schally et al.
1971, Matsuo et al. 1971, Baba et al. 1971), fator-chave da regulagdo dos
orgaos reprodutivos em uma grande variedade de vertebrados. O GnRH é o
principal peptideo na regulacao do eixo HHG. Essa forma classica de GnRH é
encontrada desde peixes a humanos, possuindo fungdo similar na reprodugao
(Jimenez-Linan et al. 1997). Outra forma bastante encontrada em mamiferos é
o GnRH-II, originalmente isolado do cérebro de aves (Miyamoto et al. 1984). O
GnRH-Il € uma estrutura conservada por mais de 500 milhdes de anos na
histéria evolucionaria, com ampla distribuicao tecidual sugerindo uma variedade
de fungbes reprodutivas (como comportamento sexual) e nao-reprodutivas
(Millar 2005). Entretanto, estudos estruturais de GnRH em vertebrados

identificaram 16 novos peptideos (Millar 2003).
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No periodo embrionario, os neurbnios secretores de GnRH aparecem no
bulbo olfatério; entretanto, com o desenvolvimento, migram para a POA
projetando axénios para a ME (Fujioka et al. 2007). Hd um aumento gradual da
expressao hipotaldmica de GnRH desde o periodo pds-natal até a puberdade, e
esse aumento € crucial para o estabelecimento da mesma (Ebling e Cronin
2000). Os neurdnios que contém GnRH sao encontrados em varias regides do
hipotalamo; no entanto, estudos com aplicagdo retrograda de marcador
demonstram que neurdnios contendo GnRH que projetam para a ME tém seus
corpos celulares na regiao septal, POA medial e regidao periventricular (PEV)
(Silverman et al. 1987, Merchenthaler et al. 1989). As células produtoras de
GnRH sao fusiformes, com um ou dois dendritos principais, € um unico axénio
(Lehman et al. 1988).

O GnRH ¢ transportado intraneuronalmente para as jungdes
neurovasculares na ME do hipotalamo. Assim, em resposta a um sinal nervoso
elétrico, o GnRH ¢ liberado no sistema porta-hipofisario provendo uma ligagcao
humoral entre o SNC e o sistema enddcrino (Harris 1955, Squires 2003). Sua
liberacdo se da de forma pulsatil e em ondas (Woller et al. 1998), assim como a
expressao do seu gene (GnRH) (Nunez et al. 1998). A natureza intermitente da
liberacdo de GnRH é essencial para manutencédo da sensibilidade da hipofise
ao estimulo de GnRH, sendo desta forma indispensavel para o suporte normal
da reproducgao (Knobil, 1980).

O GnRH é transportado da ME para a adenohipdfise onde estimula a

liberacdo das gonadotrofinas. Os gonadotrofos liberam LH e FSH de forma
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basal, independente do estimulo de GnRH; porém, a liberacéo pulsatil de LH é
dependente dos pulsos de GnRH (Kile e Nett 1994, Pawson e McNeilly 2005).
Neste sentido, pequenos pulsos de GnRH aumentam preferencialmente a
secrecao de FSH, enquanto a alta frequéncia dos pulsos favorecem a secrecgao
de LH (Padmanabhan and McNeilly 2001).

Desta forma, observa-se que o GnRH é essencial para o processo
reprodutivo. Contudo, sua sintese e liberacdo resultam de uma complexa
interacdo de mecanismos regulatorios. Entre esses, estdo os esterdides e
peptideos gonadais, que regulam o GnRH por mecanismo de feedback
negativo ou positivo. Da mesma forma, varios fatores foram recentemente
identificados como participantes da complexa e dindmica regulagdo da
liberacgdo de GnRH, como aqueles estimulatérios (p.e. glutamato e
norepinefrina) ou inibitérios (p.e. GABA e opidides enddgenos), embora alguns
atuem de forma contraria em determinadas condigbes como o GABA (Herbison

2006).
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3.4 Kisspeptina como principal regulador do neurdnio secretor de GnRH

Descoberta do gene Kissl/kisspeptinas e Kiss1r

Ha pouco tempo foi descoberto que uma familia emergente de
peptideos, chamada kisspeptina, possui um papel indispensavel no controle da
maturagdo e funcdo dos orgaos reprodutivos. Essas kisspeptinas sao
codificadas pelo gene Kissl (KISS1 em humanos) com afinidade pelo receptor
Kiss1r (human orphan G-protein-coupled receptor) (Kotani et al. 2001);
anteriormente conhecido como GPR54 (Gottsch et al. 2009).

Em 1996, Lee e colaboradores descobriram o gene supressor de cancer,
KISS1, em Hershey (Pensilvania), e assim o nomearam em homenagem ao
famoso chocolate Hershey Kisses. Para isto, transferiram o gene KISS1 a
células cancerigenas, clonando-as e separando-as para maior ou menor
expressao do mesmo. Sequencialmente, o transferiram intravenosa (iv) ou
subcutaneamente a camundongos e identificaram que os animais que
apresentavam menor expressao do gene foram aqueles com mais metastases.
Menos de um ano apés, Lee e Welch (1997) demonstraram que KISS1 tem a
capacidade de suprimir em até 95% a metastase da linhagem de células MDA-
MB-435 de carcinoma de mama humano. Estes estudos resultaram em uma
das mais promissoras descobertas na pesquisa do céncer, o que justifica o
grande suporte financeiro que tem havido nesta area, visto que, o entendimento

da regulagcdo da metastase com base molecular se faz necessario para o



18

desenvolvimento de novas modalidades de diagnostico, progndstico e terapia
de cancer.

O Kissl codifica uma proteina hidrofébica de 145 aminoacidos (Kotani
et al. 2001), a qual pode ser clivada em sequéncia de 54 aminoacidos (Figura
2), originalmente chamada de metastina devido a sua habilidade em inibir a
metastase das células de melanoma (Ohtaki et al. 2001). Estes mesmos
autores observaram que a metastina é sintetizada por varios tecidos sendo
principalmente placenta, testiculo, pancreas e intestino delgado.

Por conveniéncia, a metastina-54 e suas formas menores 14, 13 e 10;
(Figura 2) foram nomeadas kisspeptinas, visto que, derivam do mesmo gene
Kissl (Kotani et al. 2001). Quanto menor a kisspeptina, menor a variagéo entre
as espécies. A kisspeptina-10, com peso molecular de 1,3 kDa, em roedores,
ruminantes, equinos (Tyr-Asn-Trp-Asn-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg-Tyr-NH;) difere em
apenas um aminoacido do decapeptideo em humanos e primatas (Kotani et al.
2001, Muir et al. 2001, Ohtaki et al. 2001, Roa e Tena-Sempere 2007).

Estudos funcionais mostram que todas as kisspeptinas sdo altamente
potentes em relagdo a ativagado do seu receptor Kiss1r, sendo que as formas
mais curtas sao mais ativas que a kisspeptina-54 (Muir et al. 2001, Kotani et al.
2001, Terao et al. 2004). Esses receptores de proteina-G acoplada constituem

a maior familia dos receptores de membrana (Bockaert e Pin, 1999).
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Figura 2. Estrutura das kisspeptinas, produto do gene Kissl. Diferentes
kisspeptinas sdo geradas pela clivagem proteolitica de um precursor comum de
145 aminoacidos. A pré-kisspeptina contém 19 aminoacidos, e ha uma regiao
central de 54 aminoacidos, kisspeptina-54. Formas de baixo peso molecular
incluem a kp-14, kp-13 e a kp-10. A porcao final da cadeia corresponde a C-
terminal 10 aminoacidos de comprimento que contém o RF-amido, fator
suficiente para ativar o Kiss1r (Roa et al., 2008)

Apos cinco anos da descoberta de Seminara et al. (2003),
aproximadamente 150 artigos originais haviam sido publicados na area, o que
causou confusdo quanto ao estabelecimento da nomenclatura. Por exemplo,
com referéncia apenas ao receptor, o mesmo pode ser encontrado como
AXOR12, hOT7T175, GPR54, KISS1R, KiSS1. Assim, para uniformidade foi
estabelecido que KISS1 e Kissl seriam usados para o nome do gene em
humanos e n&o-humanos, respectivamente (Gottsch et al. 2009). Da mesma
forma, o receptor GPR54 seria chamado KISS1R ou Kiss1r dependendo da
espécie. O peptideo, produto do gene KISS1, seria referido como kisspeptina
(Kp), com um extensdo numerica para indicar o comprimento do peptideo (Kp-

54, Kp-14, Kp-13 e Kp-10) quando considerado relevante.
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Distribuicao hipotalamica de neurénios expressando Kissl e contendo

kisspeptina

Pela hibridizagdo in situ, foi feito um mapeamento do hipotalamo de
diferentes espécies para identificar a distribuicdo de células expressando
RNAmM Kissl. Em roedores foi observada maior concentragdo no nucleo
anteroventral periventricular (AVPV), POA anterodorsal, bed nucleus da stria
terminalis, PEV e ARC (Gottsch et al. 2004, Smith et al. 2005). Em primatas, a
expressao de Kissl ou presencga de kisspeptina em neurénios foi observada na
POA e ARC (Shahab et al. 2005); e em ovelhas na POA, PEV, DMH e ARC
(Pompolo et al. 2006, Franceschini et al. 2006, Redmond et al. 2009).

Em ovinos foi encontrada maior densidade da rede de axénios (ou
varicosidades) imunoreativos a Kp no ARC e na zona interna da ME, projetando
para os capilares sanguineos desta regido, e menor densidade na POA, PEV e

DMH (Franceschini et al. 2006).

O papel fisiolégico da kisspeptina/Kiss1r na fungéo reprodutiva

Os primeiros indicios de uma relacdao entre kisspeptina e reproducgao
foram observados por meio de analises genéticas em humanos e roedores, que
revelaram que mutagbes causando a perda da funcionalidade do gene

codificador do Kiss1r foram associadas a atraso no inicio da puberdade e
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hipogonadismo-hipogonadotroéfico, causado pela deficiéncia de GnRH (de Roux
et al. 2003, Seminara et al. 2003). Essa descoberta, de que um simples
receptor tem um efeito tdo profundo na puberdade, intensificou as pesquisas na
busca do entendimento de como ¢é feita a ativacdo do eixo HHG e o inicio da
puberdade. As células produtoras de Kkisspeptina no hipotalamo sao
consideradas o fator que faltava no feedback de esterdide sexual no controle da
secrecdo de GnRH.

Atualmente, é bem estabelecido que a Kp-10 despolariza neurbnios
secretores de GnRH, estimulando a liberagdo deste e de gonadotrofinas
(Pielecka-Fortuna et al. 2008, Han et al. 2005). Estudos imunohistoquimicos
mostraram que o Kiss1r co-localiza com o GnRH nos neurdnios, sugerindo
assim que a kisspeptina atua diretamente nesses neurdnios (Messager et al.
2005). No mesmo trabalho, houve administragao intraperitoneal de kisspeptina
em camundongos, e foi observado um aumento na secreg¢do de LH e FSH,
assim como a administragdo intracerebroventricular (icv) de kisspeptina com
grande liberacdo de GnRH. Quantidade minuscula (pmol) de kisspeptina tem
uma capacidade poderosa de liberar GnRH/gonadotrofinas (principalmente LH)
ndao s6 em roedores (Gottsch 2004, Irwig et al. 2004, Matsui et al. 2004,
Navarro et al. 2004, Thompson et al. 2004), mas também em varias espécies
incluindo ovinos (Messager et al. 2005, Redmond et al. 2011), primatas (Dhillo
et al. 2005, Shahab et al. 2005), bovinos (Kadokawa et al. 2008) e suinos
(Lents et al. 2008). Foi observado que além da Kp-10, a Kp-52 quando

administrada iv (3 nmol/kg) tem capacidade similar de liberar picos de 6 ng/mL
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de LH (Tovar et al. 2006). A agao direta da Kp é feita ndo sé no pericario dos
neurénios contendo GnRH, mas também nas terminagcbes nervosas dos
mesmos, localizadas na ME (Pineda et al. 2010).

Recentemente, foi evidenciado que além do efeito direto da Kp nos
neurénios que contém GnRH, ha também acgdes em que a Kp ativa vias
indiretas de liberagdo GnRH, como o sistema glutamato e GABA (Pielecka-
Fortuna e Moenter 2010). Estes efeitos diretos ou indiretos da Kp na liberagao
de GnRH ainda n&o sao compreendidos e precisam ser caracterizados;
entretanto, dao substrato ao fato da Kp ser o mais potente estimulador da
liberacdo de GnRH.

A Kp também atua na hipdfise, com acdo direta nos gonadotrofos,
promovendo liberacdo de LH. Isto foi observado in vitro em cultura de hipofise
de roedor (Gutiérrez-Pascual et al. 2007). Da mesma forma, gonadotrofos,
lactotrofos e somatotrofos de ovelhas expressam Kiss1r (Smith et al. 2008).
Estes ultimos autores observaram aumento de 80% na quantidade de LH
liberado em cultura de células de hipofise obtidas na fase folicular do ciclo
estral, na presengca de meio enriquecido com Kp, embora ndo observado in

Vivo.
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Kisspeptina como reguladora da puberdade

O eixo HHG é controlado centralmente por uma complexa rede
regulatéria de sinais inibitérios e estimulatérios que séo ativados na puberdade.
Por definicdo, puberdade é a transicdo de imaturidade para maturidade sexual
expressa pela capacidade fértil de um animal, ou seja, em fémeas € o periodo
em que ha a manifestagdo do primeiro comportamento de estro, seguida de
ovulagao e desenvolvimento do corpo luteo (Kinder et al. 1995). Em mamiferos,
os eventos neuroendocrinos que levam ao inicio da puberdade envolvem o
aumento da liberagdo pulsatil de GnRH e LH. A ativagao do eixo HHG durante
a maturagao puberal envolve o aumento da tonicidade de Kp enddgena, assim
como a sensibilidade de Kiss1r ao efeito estimulatério de Kp na liberacéo de
GnRH/LH (Pineda et al. 2010).

Em novilhas pré-puberes, a administracéo iv de Kp-10 induz a liberagao
de LH e GH (Kadokawa et al. 2008). No mesmo sentido, Redmond et al. (2011)
observaram que ovelhas pré-puberes sao responsivas a injegdes iv de Kp-10,
resultando em aumento da frequéncia e da amplitude dos pulsos de LH assim
como sua concentracdo média. Como consequéncia, quatro das seis ovelhas
do tratamento Kp-10 apresentaram pico pré-ovulatério de LH, com consequente
ovulagao, ao contrario de todos os animais do grupo controle (solugao salina).
Estes dados indicam que a ativagcdo dos neurbnios contendo Kp estdo

envolvidos na maturagéo puberal do eixo HHG.
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Outro fator desencadeante da puberdade seria a acdo direta da Kp na
hipéfise de animais peripuberais, visto que, ha aumento da expressao de Kiss1r
em células hipofisarias desses individuos cultivadas in vitro (Gutiérrez-Pascual

et al. 2007).

Regulacéo dos neurbnios secretores de kisspeptina

A idéia de que outros neurdnios, ndo os que contém GnRH, mediavam o
feedback de esterdides gonadais, iniciou-se apds a identificagdo da né&o
expressao de receptores de progesterona (Skinner et al. 2001) e estrogeno 3
(Erg) (Petersen et al. 2003) pelos neurdnios secretores de GnRH.

Posteriormente, foi conduzido um estudo em camundongo (Smith et al.
2005) para avaliar se o estradiol (E2) tem papel na regulacdo da expressao de
RNAm Kissl. Para isso, utilizaram-se fémeas com ovario intacto (diestro),
fémeas ovariectomizadas (OVX) e fémeas OVX tratadas com E;. Assim,
observou-se que ha aumento na expressdo de Kissl no ARC apéds a
ovariectomia e diminuicado com o tratamento com E,. Entretanto, na area AVPV
(referente a POA de ruminantes e primatas) a expressao de Kissl foi reduzida
ap6s a ovariectomia e aumentada apés o tratamento com E,. Além do mais,
animais OVX com auséncia de Erq (delecdo do gene para o receptor) nao
respondem ao tratamento com E;, seja no ARC ou AVPV. Por outro lado,

animais OVX com auséncia de Erg, respondem normalmente ao tratamento
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com E,. Assim, neurénios Kissl no ARC séo inibidos pelo E, e tém papel no
feedback negativo regulatério da secregdo de GnRH, enquanto neurdnios Kissl
na AVPV sao estimulados pelo E; e participam do feedback positivo regulatério
da secrec¢ao de GnRH.

Indiretamente, Pielecka-Fortuna e Moenter (2010) estabeleceram que a
Kp medeia o feedback de E; visto que, o aumento de E; habilita o sistema Kp —

GABA/glutamato — liberagdo de GnRH.

3.5 Mediadores metabdélicos e neuroendécrinos com efeito nos eventos

reprodutivos

Uma vez que animais sob estresse metabdlico devem investir sua
energia inicialmente na sobrevivéncia e a seguir na reproducdo, o eixo
reprodutivo tem a capacidade de responder a mudangas no status calérico. Na
verdade, cada 6rgao do eixo reprodutivo, seja o hipotalamo, a hipéfise ou as
gbnadas, tém capacidade de responder aos estimulos metabdlicos. Nao seria
produtivo a reprodu¢cdo sem nenhum estoque energético para assegurar a
sobrevivéncia da cria. Assim, o SNC em sincronia com os 6rgaos reprodutivos
monitoram o status energético e limitam a fertiidade a momentos de reserva
energética adequada. Varios hormdnios metabolicos e mediadores

neuroendocrinos sao reconhecidos como sinais importantes ligando as
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reservas energeéticas a reproducédo, como a leptina, a insulina, os horménios da

tiredide, o peptideo semelhante a galanina , o NPY, dentre outros

Leptina

O controle central da reproducdo requer que o hipotalamo receba
informagdes a respeito do status energético do animal. E necessario
sensibilidade hipotaldmica a sinais hormonais secretados na circulagcdo em
relacdo as reservas adiposas do corpo; neste sentido atua a leptina.

O gene da leptina (ob) foi identificado em 1994, em camundongos que
apresentavam mutacao para este gene, expressando o gendtipo ob/ob, e que
se destacavam por serem animais de extrema obesidade e inférteis (Zhang et
al. 1994). Posteriormente, observou-se que tratamento com leptina recuperava
a fertilidade de animais ob/ob (Barash et al. 1996).

A leptina € um hormdnio protéico de 167 aminoacidos (16kDa), derivado
do gene ob com uma sequéncia amino-terminal de 21 aminoacidos. Em
ruminantes, a leptina é sintetizada e secretada principalmente por adipocitos
(Chilliard et al. 2001), embora a expressao de seu gene ob tenha sido
observada em tecidos fetais (Ehrhardt et al. 2002), glandula mamaria (Bonnet
et al. 2002, Smith e Sheffield 2002), rumen, abomaso e/ou duodeno (Yonekura
et al. 2002) e adenohipdfise (Yonekura et al. 2003).

A leptina esta envolvida com o controle da homeostase, ingestao,

armazenamento e metabolismo energético, fungdes imunoldgicas assim como
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importante sinal nos 6rgaos reprodutores, comunicando o status nutricional ao
SNC (Kershaw e Flier 2004, Ahima et al. 2000). A ativacéo do eixo HHG pode
ser desencadeada pela acao central da leptina, estimulando a liberagcao de FSH
e LH da hipdfise (McCann et al. 1998). A leptina atua no hipotalamo e hipdfise,
e ha uma variagdo quanto a espécie, observada quando camundongos bem
alimentados respondem ao aumento da leptina com liberacdo de
GnRH/LH/FSH (Yu et al. 1997). Entretanto, em vacas ovariectomizadas, a
leptina aumenta a concentracdo de LH somente em animais sob restricao
alimentar (Amstalden et al. 2002), tendo efeito limitado em bovinos bem
nutridos (Amstalden et al. 2005). O receptor de leptina (Lr) € encontrado em
varios tecidos como o hipotalamo, hipofise e tecido adiposo (Dyer et al. 1997),
entretanto, os neurénios contendo GnRH nao expressam Lr (Finn et al. 1998),
sugerindo uma agao interneuronal na liberagdo de GnRH. Esta acdo poderia
ocorrer via neurbnios que contém Kp, que sao alvos da leptina por expressarem
LR, onde uma menor concentragdo de leptina diminui a expressdao do gene

Kiss1 no ARC (Smith et al. 2006).

Insulina

A insulina é o horménio protéico central na regulacédo do metabolismo de

energia e glicose. Seu estimulo secretorio inclui a ingestdo de proteina ou

aumento da glicose sanguinea apds a ingestdo de alimento, e promove o
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armazenamento celular desta energia ingerida. Em mamiferos é sintetizada
pelas células B das ilhotas de pancreaticas (Cunningham e Klein 2008).

A fungcdo da insulina ndo é apenas refletir o status de reservas de
energia, mas também transmitir essa informacdo metabdlica ao sistema
neuroendocrino que controla a funcéo reprodutiva (Krasnow e Steiner 2006).
Aplicacdes agudas de insulina icv ndo alteram o padrao de liberagdo de LH
(Hileman et al. 1993). Estes ultimos autores mostraram que o aumento da
ingestdo de alimentos € associada ao aumento na média e frequéncia de
pulsos de LH e insulina. Assim, se somente a injegao icv de insulina ndo causa
alteragcbes no LH, mas a alimentacédo o faz, fica claro que o sinal metabdlico

nao parte apenas da insulina, e sim da ativagao de outras vias.

Fator de crescimento semelhante a insulina — 1

O fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) é um peptideo
produzido em érgéos de significancia reprodutiva como hipotalamo, ovarios,
tuba uterina e utero (Watson et al. 1999, Daftary e Gore 2005). Entretanto, a
maior parte da IGF-1 mensurada no sangue é originada do figado (Yakar et al.
1999). O estimulo para sintese e liberagdo de IGF-1 pelo figado é feito pelo GH
(Butler e Roith 2001).

Em bovinos, o IGF-1 tem influéncia no desenvolvimento folicular e luteal,

atuando nas células luteais, da granulosa e da teca (Perks et al. 1999).
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Também é observado o efeito central do IGF-1 no eixo hipotaladmico-hipofisario,
visto que, o IGF-1 aumenta a quantidade de GnRH ligado a gonadotrofos da
hipofise de bovinos, aumentando significativamente a liberagdo de LH
(Hashizume et al. 2002). Em novilhas, é observado que ha aumento gradual na
concentragao sanguinea de IGF-1 conforme a puberdade se aproxima (Yelich

et al. 1996).

Hormonios da tiredide

O TSH é produzido pela hipofise e atua nas células da tiredide
estimulando-as a produzir e secretar seus hormonios (tiroxina e triiodotironina).
Os hormobnios da tiredide s&o conhecidos por atuarem no metabolismo,
crescimento e reproducao, sendo essenciais na regulagao da sazonalidade. Em
ovelhas, a secrecado de tiroxina apdés o inicio da atividade reprodutiva é
requerida para uma mudanga endoégena no eixo neuroendocrino, levando a um
feedback negativo de E; intensificado no fim da estagao reprodutiva (Webster
et al. 1991b). Assim, animais tireoidectomizados continuam com pulsatilidade
normal de GnRH, falhando no estabelecimento do anestro fisiolégico no fim da
estacao reprodutiva (Webster et al. 1991a). Animais com hipotireoidismo tém
disfungdo no ciclo estral e na dindmica folicular, entretanto, o tratamento com

trilodotironina restabelece a fungéo reprodutiva normal (Ortega et al. 1990).
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Neuropeptideo Y

O neuropeptideo Y (NPY) foi descoberto em 1982 por Tatemoto et al.
(1982), isolado de extrato de cérebro suino e caracterizado como um peptideo
de 36 aminoacidos amplamente distribuido pelo SNC tanto de vertebrados
como de invertebrados. No cérebro, é encontrado principalmente no cortex,
putdmen caudal e hipocampo (Danger et al. 1990). No hipotalamo, os axdnios
de NPY sao encontrados no PAV, nucleo supraquiasmatico (SQM) e com maior
densidade no ARC, onde se encontram também corpos celulares, e na ME
(Pelletier 1990). Os varios efeitos do NPY sdo mediados pela ativagédo de pelo
menos cinco subtipos de receptores transmembrana acoplados a proteina-G,
denominados Y1, Y2, Y4, Ys e Yg (Michel et al. 1998).

O NPY ¢é conhecido como um dos mais potentes neuropeptidios
orexigénicos, envolvido diretamente no comportamento de consumo em
mamiferos. Assim, o NPY ¢é ativado no hipotalamo em situagbes de jejum,
estimulo de fome e comportamento de busca de comida (Morton e Schwartz
2001). Para ilustrar a capacidade orexigénica do NPY Miner et al. (1989)
injetaram esse peptideo diretamente no ventriculo lateral e nessas condigbes
experimentais observaram um aumento em torno de 809% o consumo de
comida, além de elevar significativamente o consumo de agua. Adicionalmente,
a concentragdo de NPY é elevada no liquor de animais mal nutridos (McShane
et al. 1992). No hipotalamo, a expressdao do RNAm de NPY é reduzida pela

leptina, além do mais, neurdnios contendo NPY expressam receptor de leptina,
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demonstrando serem alvos diretos da agcdo da leptina (Ahima et al. 1996,
Hakansson et al. 1996, Finn et al. 1998, Baskin et al. 1999).

Atualmente, é bem aceito o fato do NPY influenciar a liberacdo de
GnRH/LH, porém por mecanismo ndo bem compreendido. Por meio de técnica
de imunohistoquimica dupla para deteccdo de NPY e GnRH foi observado que
fibras contendo NPY estdo em contato proximo com neurénios que secretam
GnRH na POA (Tillet et al. 1989), e essas fibras sdo prolongamenos dos corpos
celulares da populagédo de células de NPY do ARC (Li et al. 1999). Da mesma
forma, fibras de NPY estdo em contato muito préximo com as terminagdes
nervosas dos neurbnios que secretam GnRH na ME, evidenciando uma
possivel fungdo do NPY na modulagdo da secrecdo de GnRH nesta regido (Li
et al. 1999). Outra evidéncia do papel do NPY na modulagao direta ou indireta
da liberagao de GnRH foi a observacao de receptores de NPY Y5 nos neurdnios
contendo GnRH e GABA (Campbell et al. 2001).

Em novilhas, cultivo in vitro, com NPY, de células da hipofise na fase
luteal, folicular ou provenientes de animais ovariectomizados, néo interfere na
liberacdo de LH, sugerindo que o efeito do NPY no eixo reprodutivo deve
ocorrer primariamente no hipotalamo (Denniston et al. 2003), o que foi
posteriormente observado em suinos (Barb e Barrett 2005). A administragdo de
NPY no hipotalamo suprime o eixo reprodutivo causando atraso na maturidade
sexual (Pierroz et al. 1995), e em tratamento crénico causa disturbios ao ciclo
estral (Toufexis et al. 2002). O NPY participa do feedback de E, no hipotalamo,

vsito que, em ovelhas, 10% dos neurbnios que contém NPY do ARC
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apresentam Er (Skinner e Herbison 1997). Infusdo icv de NPY em ovelhas e
vacas ovariectomizadas com ou sem reposicdo de E,, causa atenuacao da
frequéncia e dos pulsos de LH, chegando a supressao da secregéo de LH,
sendo o efeito do NPY no hipotalamo e ndo na hipdfise (Malven et al. 1992,
Thomas et al. 1999, Estrada et al. 2003).

Em roedores, esterdides gonadais modulam diretamente a secrecédo de
NPY em uma sub-populacdo de neurdnios do ARC, estimulando a liberagao
hipotaldamica de NPY (Sar et al. 1990). Ao contrario de outros animais, em
roedores o NPY parece estimular a secre¢cdo de LH quando em presenga de
esterdides. Assim, animais imunizados contra NPY e recebendo estradiol e
progesterona icv, ndo expressam aumento na concentragcédo de LH, ao contrario
de animais n&o imunizados (Wehrenberg et al. 1989).

O aumento da atividade do NPY durante a hiperfagia cronica na lactagéao
em funcdo do balango energético negativo, € um dos mecanismos
responsaveis pela supressao da atividade neuronal do GnRH (Xu et al. 2008).
Assim, o NPY se mostra como importante sinalizador nutricional aos eventos
reprodutivos. Entretanto, isto se da de forma complexa e muito pouco

compreendida.
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4 MATERIAL E METODOS

A parte experimental envolvendo animais foi realizada no Physiology
Field Laboratory of Animal Science Department (Texas A&M University),
durante a estagdo reprodutiva do hemisfério Norte (Novembro/2008-
Fevereiro/2009). Todos os procedimentos com animais utilizados neste estudo
foram aprovados pelo Institutional Agricultural Animal Care and Use Committee

of the Texas A&M University System, protocolo AUP 2001-245.

Animais e procedimento de ovariectomia

Foram utilizadas trés ovelhas adultas cruzadas, mesticas Suffolk com
boa condigao corporal e ciclicas, sendo criadas em condi¢gdes intensivas em
galpdes cobertos. As ovelhas foram mantidas sob regime de iluminagado que
simulava a natural (12 h de luz), recebendo ragdo para manutengdo do peso
corporal e agua, ad libitum.

Foram efetuadas ovariectomias um més antes da coleta de material. O
procedimento foi realizado por laparotomia paramediana. Antes da intervencgao
cirargica, o animal foi devidamente sedado, tricotomizado e feita assepsia da
pele com subsequente anestesia geral inalatoria utilizando isoflurano. Apds
incisdo paramediana, os ovarios foram localizados, isolados e secionado os

hilos ovarianos com retirada dos ovarios; peritdbnio, musculo, tecido subcutaneo
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e pele foram suturados em planos distintos. Antes de finalizar a sutura de pele,
foi introduzido no tecido subcutaneo um implante de 40 mm de comprimento,
contendo uma coluna de 10 a 15 mm de E; 17-f cristalino (Figura 1). Este
implante de E; foi desenvolvido para produzir concentragdes circulantes basais
de E, de aproximadamente 2 pg/mL. Visto vez, que a kisspeptina medeia o
feedback de estradiol na liberagdo de GnRH no hipotdlamo, ou seja, a
expressao do RNAm de kisspeptina € aumentada ou diminuida em funcéo da
concentracao de E; circulante (Smith et al. 2007, Tomikawa et al. 2010), faz-se
necessario o controle do E, sanguineo.

Ap6s a cirurgia foi administrado 2,2 mg/kg de flunixina meglumina
(Banamine®, Schering-Plough Animal Health Corporation, USA) e 40.000 Ul de
penicilina, ambas inje¢des intramusculares. Para a recuperagéo da cirurgia, 0s

animais foram mantidos em um galpao aberto com boa condig¢ao higiénica.
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Figura 3. Implante subcutaneo de estradiol contendo em seu interior uma
coluna de 10 mm de estradiol 17-3 cristalino em po.
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Coleta de sangue e radioimunoensaio para estradiol

Aproximadamente um més apds a cirurgia e imediatamente antes da
eutanasia, foi coletado sangue da veia jugular em tubo com vacuo. As amostras
foram mantidas caixa isotérmica com gelo até a centrifugagcédo a 1500 x g por 20
min a 4 °C. Posteriormente o soro foi retirado e estocado em tubos plasticos a -
20°C até o dia do processamento em radioimunoensaio (RIA) para
determinacdo do E; circulante, utilizando kit comercial de estradiol duplo
anticorpo (Estradiol double antibody®; Siemens, Los Angeles, USA) . Para isto,
foi necessario extrair o E; da amostra, ndo s6é para aumentar a massa de
estradiol a ser mensurado, visto que, a concentracdo na amostra € muito baixa,
mas também porque proteinas séricas interferem no ensaio. Para o processo
de extragao utilizou-se 1 mL do soro e referéncias do kit em 4 mL de éter metil-
terciario butilico (MTBE). O solvente foi extraido utilizando nitrogénio gasoso, e
os extratos foram reidratados com 200 pyL do calibrador “0” do kit de RIA, e
mantidos a 4 °C.

O RIA foi efetuado conforme instrugdes do fabricante, com a adi¢éo de 1
pg/mL de solugédo padrao. A concentragao de E; foi determinada em um unico
ensaio, o qual alcangcou 35% de ligagdo a B/O e limite de detecgdo de 0,5
pg/tubo a 93% de ligacéo. A eficiéncia da extracao foi de 76% e a estimativa de
extratos brancos tiveram média de 99,8% de ligagcéo. O coeficiente de variagcao

intraensaio foi de 8,8%.
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Eutanasia e coleta de tecido cerebral

O processo de eutanasia consistiu da inje¢cao de duas doses de heparina
de 25.000 Ul cada, por via iv (pela veia jugular), com 10 minutos de intervalo.
Apos isto, os animais receberam uma overdose de pentobarbital sédico (10 mL
de Beuthanasia-D; Schering-Plough Animal Health Corp., Union, MJ). Com a
confirmagcao da morte dos animais pela auséncia de batimentos cardiacos e
movimentos respiratorios, as ovelhas foram decapitadas. Utilizando-se uma
bomba peristaltica, foi feita a perfusdo da cabega por ambas artérias carétidas,
com 6 litros de tampao fosfato 0,1 M (PB, pH 7,3) contendo 4% de
paraformaldeido (PAF) e 0,1% de nitrito de sodio.

Apds a perfuséo, foi feita a remogado do cérebro. Para isto a caixa
craniana foi serrada no osso frontal partindo de um ponto medial entre os
forames supra-orbitais, atingindo a por¢ao média de ambos arcos zigomaticos e
finalizando no ponto medial da por¢gédo caudal do osso occipital. O diencéfalo foi
dissecado e um bloco de tecido contendo a regido do septum, POA e o
hipotdlamo foi coletado para posteriores analises. Esse bloco de tecido foi
armazenado em um recipiente com PAF a 4% por 12 horas a 4 °C, e depois
colocado em uma solugdo crioprotetora de sacarose 30%. Apds o tecido
afundar até a base do frasco, indicando infiltracido da sacarose. Posteriormente
o tecido foi congelado por contato direto com gelo seco e foram feitas secgdes
transversais de 50 pm utilizando um micrétomo com plataforma de

congelamento. As secgdes foram separadas em quatro recipientes diferentes,
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de forma que em cada um mantivessem 200 um de distancia entre si, em uma
sequéncia rostro-caudal. Os cortes histologicos foram armazenados a -20 °C
em solugao crioprotetora, composta por NaCl, polivinilpirrolidona, etilenoglicol e
sacarose, até serem processadas para detecgao de kisspeptina e NPY por

imunofluorescéncia.

Imunofluorescéncia dupla para deteccdo de NPY e kisspeptina

O tecido foi processado para imunofluorescéncia de dupla marcagao
para NPY e kisspeptina. Para isso, em uma bandeja contendo PB 0,2 M, as
secgdes foram organizadas em sentido rostro-caudal, e selecionadas desde o
inicio da formacao da comissura rostral até o desaparecimento do fornix.

O processo de imunofluorescéncia foi realizado em temperatura
ambiente, com as secgdes flutuantes no meio imunohistoquimico. Para isto,
foram utilizadas placas multipogos sobre um agitador, em velocidade baixa para
que a agitacdo se procedesse sutimente e nenhuma secgédo aderisse na
parede dos pocos. O protocolo de imunofluorescéncia foi dividido em trés dias;
no dia 1, as secgdes selecionadas foram lavadas em PB 0,1 M com 0,9% de
NaCl (PBS) por quatro horas para remover o crioprotetor. Posteriormente o
tecido foi incubado em PBS contendo 4% de soro normal caprino (NGS; Jacson
Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA) e 0,4% de Triton-X100 (TX, Sigma, St

Louis, MO, USA) por uma hora. Apds este periodo, o tecido foi incubado
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durante a noite (~16 h) em temperatura ambiente, em anticorpo de coelho anti-
kp-10 de camundongo (Caraty #564, INRA/Universite” Tours, Nouzilly, France)
diluido em PBSTX + 4% NGS na proporgéo de 1:100.000.

No dia 2, o tecido foi lavado trés vezes em PBS, por cinco minutos cada,
e incubado por uma hora em IgG caprina biotinilada anti-IgG de coelho (Vector
Labs Cat #BA-1000) diluida em PBSTX + 4% NGS na propor¢cdo de 1:400.
Apos este processo, o tecido foi lavado trés vezes em PBS, por cinco minutos
cada. A partir deste ponto, as placas foram protegidas de luminosidade e
incubadas por 30 minutos no fluorocromo Alexa 555 conjugada com
streptavidina (Molecular Probes Cat. # S-21381) diluida em PBS na proporgéo
de 1:250. Sequencialmente, foram realizadas trés lavagens de cinco minutos
cada, em PBS para retirada de todo meio com fluorocromo. Apés uma hora de
incubacao do tecido em PBSTX + 4% NGS, essas secgbdes foram entdo
incubadas em anticorpo de coelho anti-NPY (Sigma, Cat # N9528), na diluigao
de 1:50.000 em PBSTX + 4% NGS, durante a noite (~16 h) em temperatura
ambiente.

No dia 3, o tecido foi lavado por trés vezes, cinco minutos cada, em PBS
e incubado por 30 minutos no fluorocromo Alexa 488 conjugado com IgG
caprina anti-coelho (Molecular Probes Cat. # A-11070), diluido em PBS a 1:200.
As secgbes foram novamente lavadas por 3 vezes, cinco minutos cada,
montadas em laminas de vidro, secas, cobertas com laminula usando gelvatol,
e armazenadas sob protecao de luz a 4°C até a analise microscopica (tempo

minimo de uma semana e maximo de 3 meses para analise das laminas).
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O teste controle incluiu omissao de cada anticorpo primario do protocolo
de dupla marcagao. O objetivo de se omitir o anticorpo primario é verificar se o
secundario reage especificamente. A confirmagao da falta de colocalizagdo dos
dois antigenos evidenciou que nao houve reagao cruzada (Ramos-Vara 2005).
O teste de pré-absorcéao foi realizado para medir a capacidade do anticorpo se
ligar ao antigeno. Para isto, foi preparada uma solugdo com anticorpos contra
kisspeptina ou NPY com concentracdes do peptideo purificado correspondente
(Kp = 0,25 pg/uL; NPY = 0,1 pg/uL) e mantidas em repouso por 24 horas a 4°C.
Esta solucao foi posteriormente filtrada e utilizada no protocolo em substituicao
a solucéao de anticorpo primario, em secg¢oes da POA e do ARC. O resultado foi
auséncia de coloragao para o antigeno testado, enquanto para o outro peptideo

nao houve efeito.

Andlises

As secgbes de tecido hipotaldmico foram observadas em um
microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse 80i (Nikon Inc., Melville, NY, USA).
A kisspeptina, com coloracdo vermelha, foi analisada em um filtro de emissao
de 567 nm, enquanto o NPY (verde) foi observado com um filtro de 505 nm.
Nas secgdes da POA e ARC nas regides rostral, médio e caudal foram
contados: numero de corpos celulares imunorreativos a kisspeptina (kp10-ir);

numero de varicosidades contendo imunorreatividade ao NPY (NPY-ir) em
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contato proximo com corpo celular ou dendritos kp10-ir; densidade das fibras
NPY-ir em diferentes regides estudadas em escala de 1 (+) a 4 (++++). O
contato proximo foi definido como a aposicao direta entre as varicosidades
contendo NPY-ir e o corpo celular ou dendrito kp10-ir no mesmo plano focal em
magnificacdo de 400X. Também foram observados os corpos celulares NPY-ir.

As imagens das secgdes duplamente marcadas para kisspeptina e NPY
foram capturadas usando objetivas de 10X e 40X, com camera monocromatica
de alta resolucdo (DS-Qi1Mc, Nikon Inc., Melville, NY, USA) instalada no
microscopio, utilizando o software NIS-Elements BR 3.00 (SP3, Hotfix2,
Laboratory Imaging, Nikon, Melville, NY, USA). As imagens digitais foram
importadas ao Adobe Photoshop (CS3 Extended, version 10.0.1, Adobe
Systems, San Jose, CA, USA) para composigcao das figuras, e ajustes de brilho
e contraste.

As células quantificadas foram usadas para calcular a percentagem
média de corpos celulares ou dendritos kp10-ir que estdo em contato préoximo
com varicosidades de NPY. No presente estudo, os resultados s&o

apresentados como média + desvio padréo.
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5 RESULTADOS

A concentracéo de estradiol sanguineo observada foi de 3,7 + 0,7 pg/mL.

Embora nado realizando um trabalho morfométrico, Franceschini et al.
(2006) descreveram o corpo celular de kp10-ir como sendo piriforme,
geralmente com um dendrito principal curto, similar ao presente estudo (Figura
4). A imunoreatividade foi claramente citoplasmatica e detectavel no corpo
celular e axbénio (Figura 4). No total, foram analisadas 3.037 células
imunorreativas para kisspeptina, sendo que 837 dessas estavam com seu

dentrito ou corpo celular em contato proximo a axénios contendo NPY (Tabela

1),

Figura 4. Corpo celular imunoreativo a kisspeptina-10 no nucleo arqueado do
hipotdlamo de ovelha ovariectomizada e com implante de E,. A) Corpo celular e
B) dendrito imunoreativo a kisspeptina. Barra: 20pm
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Tabela 1. Distribuicdo dos corpos celulares imunorreativos para kisspeptina
(kp10-ir), numero de contatos préximos entre axdnios contendo NPY e corpos
celulares ou dendritos kp10-ir, e densidade das fibras contendo NPY na area
pre-optica (POA) e nucleo arqueado (ARC) rostral, médio e caudal, de ovelhas

ovariectomizadas com implante de estradiol.

ARC
POA Total
Rostral Médio Caudal

Corpos celulares de
265 242 1624 906 3037
neurdnios kp10-ir

NPY: contato

préximo a corpos

27 104 346 253 730
_ (10%) (43%) (21%) (28%) (24%)
celulares kp10-ir
NPY: contato
proximo com 2(0,8%) 33(14%) 88(5%) 72(8%) 195 (6%)
dendritos kp10-ir

Densidade das fibras
contendo NPY

++ ++++ ++++ ++++

+ baixa densidade de fibras contendo NPY

++++ alta densidade de fibras contendo NPY

Na POA, os corpos celulares e fibras kp10-ir se apresentavam dispersos
e em menor densidade e imunoreatividade que no ARC. As varicosidades
kp10-ir e NPY-ir foram encontradas em alta densidade na ME, projetando-se ao
redor de pequenos capilares na zona externa. A populacédo de corpos celulares
kp10-ir no ARC é aproximadamente dez vezes maior que na POA (Tabela 2),

neste modelo animal. Essas células estido mais concentradas no ARC médio,
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em uma rede densa de axoénios, e seu padrao de distribuicao foi similar entre as

trés ovelhas (Figura 5).

Tabela 2. Numero de corpos celulares imunorreativos a kisspeptina (média *
DP), percentagem de células e dendritos em contato com fibras de NPY, média
de contatos por corpo celular ou dendrito de kisspeptina na area pré-optica
(POA) e nucleo arqueado (ARC) de ovelhas ovariectomizadas com implante de

estradiol.
POA ARC
Corpos celulares de neurdnios kp10-ir 88,0 + 130,0 924,0 + 351,7
NPY: contato proximo a corpos
26,8 + 16,9 27,6 £9,7

celulares kp10-ir (%)
Média de contatos de NPY com corpo

1,6 +£0,3 2,1+0,3
celular kp10-ir
NPY: contato proximo com dendritos

0,7+1,2 76124
kp10-ir (%)
Média de contatos de NPY com

1,5+0,5 1,6 £0,1

dendritos kp10-ir
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Figura 5. Imunofluorescéncia de dupla marcagao para kisspeptina (vermelho) e
NPY (verde) no ARC. Setas indicam corpos celulares imunorreativos a
kisspeptina. Pontos verdes ou vermelhos indicam axénios imunorreativos ao
NPY e a kisspeptina, respectivamente. O terceiro ventriculo esta indicado por
3V. Barra: 100um

A imunofluorescéncia de dupla marcacao para kisspeptina e NPY nas
areas estudadas demonstrou que os dois peptideos nédo se co-localizam. Na
POA e no ARC foram encontrados contatos proximos entre fibras de NPY e

corpos celulares ou dendritos de kp10-ir (Figura 6).
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Figura 6. Imunofluorescéncia de dupla marcagao para kisspeptina e NPY no e
ARC de seccdo de 50 uym de espessura. Cada imagem representa o mesmo
campo visual e plano focal com magnificagdo de 400X. A) Corpo celular
contendo kisspeptina (em vermelho, Alexa 555); B) Axdnio contendo NPY (em
verde, Alexa 488), indicado pelas setas; C) Contato préximo entre axdnio
contendo NPY e o corpo celular e dendrito de kisspeptina, indicado pelas setas.
Barra: 10 uym.

Em geral, 27,2% das células de kisspeptina estiveram em contato
préoximo com fibras de NPY, seja contato com corpo celular ou dendrito. O
numero médio de contatos de axénios de NPY por corpo celular de kisspeptina
foi de 1,6 e 2,1 para POA e ARC, respectivamente (Tabela 2). Por outro lado,
foi menor a proporgcédo de dendritos de kisspeptina em contato a varicosidades
contendo NPY, assim como o numero de varicosidades de NPY em contato
préximo a esses dendritos de kisspeptina sendo 1,5 e 1,6 contatos para POA e
ARC, respectivamente (Tabela 2).

As células de kisspeptina no processo infundibular do ARC mostraram
ter mais contatos com axdénios de NPY que as células posicionadas dorsal ou
lateralmente no ARC. Nao foram observados corpos celulares de NPY na POA,

ao contrario do ARC, principalmente na area periventricular e proxima a ME.
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Axbénios imunorreativos a NPY foram observados em cortes desde a banda
diagonal até a parte caudal do ARC, sendo mais denso na regido do ARC e ME
que na POA. Em todos os niveis da ME e na regido de transi¢ao entre ME e

ARC, as fibras de kisspeptina e NPY mostraram estar intimamente associadas.

Figura 7. Imunofluorescéncia de seccdo na regido do nucleo arqueado do
hipotalamo de ovelha ovariectomizada com implante de E,, utilizando o
fluorocromo Alexa 488. Fluorescéncias verdes sdo reativas para anticorpo anti-
NPY. Corpos celulares estdo indicados pelas letras A e B, e as setas indicam
axoénios.

6 DISCUSSAO

O presente estudo determinou que axbénios contendo NPY estdo em

contato proximo a corpos celulares e dendritos de uma subpopulacdo de
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neurdnios contendo kisspeptina na POA e hipotalamo de ovelhas. Isto indica
que o NPY possa regular fungdes neuroenddcrinas, atuando diretamente em
neurdnios secretores kisspeptina. O anticorpo primario utilizado na identificagao
de kisspeptina foi desenvolvido em coelhos imunizados com kisspeptina
sintética de camundongo. Este antisoro tem a mesma origem daquele utilizado
por Franceschini et al. (2006), os quais mapearam a distribuicdo de células
kp10-ir no hipotalamo ovino. A reagdao cruzada com GnRH, galanina,
substancia P, NPY, CRH, aMSH, somatostatina e peptideo liberador de
prolactina foi menor que 0,0001%. No presente estudo ndo houve co-
localizagdo na mesma célula de imunoreatividade para kisspeptina e NPY.

A distribuicdo de células e fibras de kisspeptina na POA e hipotalamo foi,
em geral, similar aquela reportada previamente em camundongos (Smith 2005),
ratos (Kauffman et al. 2007), ovelhas (Franceschini et al. 2006, Goodman et al.
2007) e em macacos e humanos (Rometo et al. 2007). No presente estudo,
células kp10-ir foram observadas em menor abundancia na POA do que aquela
descrita por Franceschini et al. (2006), talvez pelo fato de terem utilizado
animais em final de fase luteinica e de terem aplicado colchicina antes do
sacrificio, que inibe o transporte axoplasmatico neuronal e consequentemente a
exocitose das vesiculas sinapticas, facilitando assim a identificagdo do peptideo
dentro da célula.

A ovariectomia seguida de implante de E; para a manutencdo de
concentragdes basais deste esterdide, ndo permite que haja variagdo da

concentragdo sanguinea de E; entre os animais, ndo havendo assim
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interferéncia do feedback do esterdide na presenca de kisspeptina nos
neurdnios (Smith et al. 2007). Com o RIA para estradiol, foi verificado uma
concentragcao baixa (basal) deste esteréide na circulagdo, fato que valida o
modelo experimental. A validagdo deste implante de E; no laboratério em
questao foi feita via recente publicagcdo de Redmond et al. (2011)

Estudos nos ultimos 7 anos sugere fortemente que a regulacédo do GnRH
pelo feedback de esterdides sexuais € predominantemente exercida por células
de kisspeptina (Clarke et al. 2011), talvez pelo fato de virtualmente todas as
células de kisspeptina do ARC expressarem Era, visto que o Era é isoforma
critica para o mecanismo de feedback positivo do estradiol (Wintermantel et al.
2006). Acredita-se que existem diferentes sub-populagdes de neurbnios que
contém Kkisspeptina no ARC, as quais participam tanto do feedback negativo
quanto positivo de esterdide sexual no GnRH (Smith 2009). Células do ARC
caudal aumentam a expressdao de KISS1 RNAmM na presenca da onda pré-
ovulatoria de E; (Estrada et al. 2006). Por outro lado, neurdnios dispersos nas
outras partes do ARC aumentam a expressao de RNAm para Kiss1 em ovelhas
ovariectomizadas com implante de E; (Smith et al. 2007), sendo também
observado no presente estudo, no qual foi possivel identificar mais células
kp10-ir no ARC médio que no ARC caudal.

Recentemente, foi publicado um trabalho mostrando evidéncia
anatdbmica de proximidade de contato de axdénios com kisspeptina com
neurdnios contendo NPY no ARC (Backholer et al. 2010). Entretanto, ndo foi

apresentada a extensio dos contatos com relagdo aos neurénios que secretam
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kisspeptina no ARC ou mesmo se estes contatos se extendiam na populagao
da POA. No presente estudo analisou criteriosamente cada uma das 3.037
células kp10-ir, sendo que aproximadamente 27% destas, estavam contato
proximo com fibras contendo NPY. Backholer et al. (2010) fez injeges icv de
kisspeptina e observaram pela hibridizagdo in situ um aumento da expressao
do gene de NPY. Se kisspeptina realmente regulasse a liberacdo de NPY,
animais knockout para kisspeptina perderiam peso (Clarkson et al. 2009,
Clarkson et al. 2008). Entretanto isso ndo foi observado, ou seja, kisspeptina
nao alterou a ingestao de alimentos (Castellano 2005, Luque et al. 2007). Neste
sentido especifico, o referido trabalho (Backholer et al., 2010) ndo possui
fungao fisioldgica.

Existe um consenso geral de que a Kisspeptina estimula a liberagéo de
GnRH e LH (Irwig et al. 2004, Thompson et al. 2004, Caraty et al. 2007).
Provavelmente, este estimulo é feito por células com kisspeptina que se
projetam diretamente para células secretoras de GnRH na POA (Pompolo et al.
2005). Assim, um aspecto interessante do presente estudo foi a identificacao de
que 26,8% das células da populagdo de kisspeptina da POA faz contato
proximo com fibras de NPY. Desta forma, a populacdo de neurdnios secretores
de kisspeptina na POA suporta um ligagao entre metabolismo e reproducao
nesta regiao.

Neste modelo animal, aproximadamente uma em cada trés células de
kisspeptina tanto, na POA como no ARC, estdo em contato proximo com fibras

de NPY. Além do mais, a comunicagdo entre NPY e Kisspeptina ocorre
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predominantemente no corpo celular que nos dendritos. Estas observacbes
demonstram a interacao paracrina e/ou sinaptica entre células contendo NPY e
kisspeptina. Estudo anterior (Li et al. 1999), mostrou que fibras de NPY estdo
em contato proximo a fibras contendo GnRH na ME, e sugerem o papel do NPY
na modulagcdo da secrecdo de GnRH via acgbes diretas. O presente estudo
observou que axbnios de NPY e kisspeptina estdo em alta densidade e
consequentemente proximidade circundando capilares na ME. Assim como
com GnRH, NPY pode também estar atuando em terminais sinapticos de

kisspeptina nesta regiao.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho evidenciam a existéncia de relacéo
anatébmica entre neurbnios imunorreativos a kisspeptina e NPY na are pré-
Optica e hipotdlamo de ovelhas, utilizando imunofluorescéncia de dupla
marcagao. A proximidade de contato € de axénios com NPY com corpos
celulares e dendritos contendo kisspeptina. Isto indica que a informac&o é no
sentido NPY-kisspeptina, ou seja, NPY estaria regulando a liberacdo de
kisspeptina. No presente estudo, as anadlises realizadas sugerem a
possibilidade adicional de que a agdo do NPY na inibicdo da liberacdo de
GnRH pode ocorrer indiretamente via neurdnios contendo kisspeptina, em
momentos como pos-parto, pré-puberdade ou deficiéncia nutricional,
evidenciando o papel da kisspeptina na sinalizacao do status nutricional ao eixo
reprodutivo. O conhecimento completo destas interagcdes neuroenddcrinas
propiciara futuramente o desenvolvimento de terapias farmacolégicas ou

estratégias de manejo buscando melhorar a saude e eficiéncia reprodutiva.
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