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RESUMO

A amigdala medial modula diversos comportamentos sociais, incluindo o reprodutivo.
O subnucleo posterodorsal (MePD) é sexualmente dimorfico, possui alta concentracao
de receptores para horménios gonadais e para prolactina, além de fazer parte do
circuito neural para ocorréncia do comportamento sexual, atuando também no
controle da secrecao neuroenddcrina hipotalamica de gonadotrofinas ao longo do ciclo
ovariano. O presente estudo avalia a variacdo da expressao génica de receptor a e
para estradiol (ERa e ERp), receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPERL1),
kisspeptina 1 e seu receptor (KISS1 e KISS1R), receptor da progesterona (PRGR),
prolactina e seu receptor curto e longo (PRL e PRLR curto e longo), gene de resposta
ao crescimento inicial-1 (EGR1), gene Janus quinase 2 (JAK2), transdutor de sinal e
ativador de transcricdo 5A e B (STAT5A e STAT5B) no MePD de ambos os
hemisférios cerebrais em ratos e ratas em diestro, proestro e estro além de estudar a
modulacdo da prolactina no MePD sobre o comportamento sexual de ratas em
proestro. A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-gPCR)
foi empregada no MePD do hemisfério direito e esquerdo (n = 6-8 por grupo) para a
avaliacao da expressao de cada gene entre machos e fémeas. Os resultados foram
comparados pelo teste da analise da variancia de duas vias seguido do teste de
Tukey; ou pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de post hoc de Dunn.
Para avaliacdo do comportamento sexual, ratas (n = 6-7 por grupo) foram submetidas
a cirurgia estereotaxica para implantacdo de céanula no MePD direito e,
posteriormente, microinjecdo de salina (0,3 pL), antagonista dos receptores para
prolactina (Del1-9-G129R-hPRL nas doses de 1 ug/0,3 pL e 10 pg/0,3 pL) e Dell-9-
G129R-hPRL (10 pg) juntamente com prolactina (1 nM/0,3 pL) quando as fémeas
estavam em proestro e 3h antes do inicio do ciclo escuro para teste de comportamento
sexual. Comparado com registros controle de cada rata, foi avaliada pos-microinjecéo
a expressao do comportamento sexual feminino de lordose evidente. Os resultados
foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de post hoc de Dunn. Em
todos os casos, o0 nivel de significancia estatistico foi estabelecido em p < 0,05. Os
resultados mostraram que a expressao de ERa, PRL e STAT5B é maior em fémeas
gue em machos. Ja a expressao de KISS1 é maior em machos do que em fémeas, e

a expressdo de GPER1 €& maior em fémeas em diestro do que em proestro. Ha



também diferencas entre os hemisférios cerebrais, ora com maior expressao no lado
direito, ou no lado esquerdo, sugerindo também uma modulacdo lateralizada dos
efeitos dos hormoénios gonadais sobre os genes testados. Também foi observada
reducdo significativa na ocorréncia do comportamento de lordose apds microinjecéo
de antagonista dos receptores para prolactina Dell-9-G129R-hPRL, efeito revertido
pela coadministracdo de prolactina, no MePD. Tais dados inéditos demostram que a
prolactina estd envolvida na modulacdo do comportamento sexual feminino em

proestro e a MePD é parte integrante de circuitaria neural relevante para tanto.

Palavras-chave: Complexo amigdaloide; prolactina; receptores para prolactina;

estrogénio; comportamento sexual.



ABSTRACT

The medial amygdala modulates several social behaviors, including reproductive
behavior. The posterodorsal medial amygdala (MePD) is sexually dimorphic, has a
high concentration of receptors for gonadal hormones and prolactin. It is part of the
neural circuit for sexual behavior, and also acting to control hypothalamic
neuroendocrine secretion of gonadotropins across the ovarian cycle. The present
study evaluates the variation of gene expression of The present study evaluates the
variation in gene expression of a and B estradiol receptor (ERa and ERB), G protein-
coupled estrogen receptor (GPER1), kisspeptin 1 and its receptor (KISS1 and
KISS1R), progesterone receptor (PRGR), prolactin and its short and long receptor
(PRL and PRLR short and long), early growth response 1 (EGR1), Janus kinase 2
(JAK2), signal transducer and activator of transcription 5A and B (STAT5A and
STAT5B) in the MePD of both cerebral hemispheres of males and females cycling
female rats in diestrus, proestrus, and estrus. In addition, we investigated whether PRL
effects in the MePD would affect the sexual behavior display of female rats during
proestrus. Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-gPCR) technique was applied
in the MePD from the right and the left hemisphere (n = 6-8 per group) to evaluate
expression. of each gene between male and female rats. The results were compared
using the two-way analysis of variance test followed by the Tukey test; or by the non-
parametric Kruskal-Wallis test followed by Dunn's post hoc test. For the assessment
of sexual behavior, female rats (n = 6-7 per group) underwent stereotaxic surgery for
cannula implantation in the right MePD and subsequently received microinjections of
saline (0.3 pL), a prolactin receptor antagonist (Dell-9-G129R-hPRL; at doses of 1
pg/0.3 pL and 10 pg/0.3 uL), and Dell-9-G129R-hPRL (10 pg/0.3 pL) combined with
prolactin (1 nM/0.3 pL), while at proestrus and 3 h before the onset of the dark cycle
sexual behavior testing. Compared with control recordings from each rat, the
expression of female sexual behavior of evident lordosis was evaluated post-
microinjection. Results were compared using the Kruskal-Wallis test followed by
Dunn's post hoc test. In all cases, the level of statistical significance was set at p <
0.05. ERa, PRL, and STATS5B expression is higher in females than in males. KISS1

expression is higher in males than in females, and GPER1 is higher during diestrus



than in proestrus. The expression of these genes depends on sex, being higher in
males than in females and others in females in different phases of estrus cycle, and
cerebral hemisphere, also suggesting a potential lateralized modulation of gonadal
hormones on these genes. A significant reduction in the occurrence of lordosis
behavior was observed after microinjection of Dell-9-G129R-hPRL among the
experimental groups, this effect reversed by the coadministration of prolactin in the
MePD. This data demonstrate that prolactin is involved in the modulation of female
sexual behavior in proestrus and MePD is an integral part relevant of the neural

circuitry.

Keywords: Amygdaloid complex; prolactin; prolactin receptor; estrogen; sexual
behavior.
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1 INTRODUCAO

1.1 AMIGDALA

Localizada na borda medial do lobo temporal, a amigdala € formada por varios
nucleos e subnucleos que formam uma rede estrutural inter-relacionada envolvida na
modulacdo de diversos comportamentos sociais e ajustes homeostaticos
cardiovasculares e neuroenddécrinos (De Olmos; Beltramino; Alheid, 2004; Petrovich,
2013; Rasia-Filho; Londero; Achaval, 2000; Swanson; Petrovich, 1998). A amigdala
de ratos é dividida em quatro grandes partes: a amigdala “expandida”, constituida
pelos nucleos medial (MeA) e central (ACe); a amigdala com caracteristica cortical em
cuja subdivisdo encontra-se o complexo basolateral; as areas de transicdo, entre a
por¢cao ventral dos nucleos da base e a amigdala “expandida”; e, os nucleos ainda
nao classificados, como os com aspecto de células dispersas na substancia branca e
no interior do nucleo préprio da estria terminal (Canteras; Simerly; Swanson, 1995; De
Olmos; Beltramino; Alheid, 2004).

De modo geral, a amigdala ndo tem uma fungéo unitaria simples, mas um papel
de integracao de atividades comportamentais, enddcrinas e simpatico/parassimpatica.
Destacam-se os processamentos de estimulos olfativos e vomeronasais, a acao de
esteroides (como o dos esteroides sexuais e 0s glicocorticoides), processamento e
respostas comportamentais a estimulos gerados por medo e ansiedade, modulacéo
do comportamento alimentar, reprodutivo, maternal e agressivo, e participacdo na
aquisicdo de memoria e aprendizado condicionados (Canteras; Simerly; Swanson,
1995; Coolen; Wood, 1998; Dall'Oglio et al., 2008b, 2008a). Para desempenhar
adequadamente todas as suas funcdes, os diversos ndcleos da amigdala recebem
diferentes modalidades de informacBes sensoriais, tanto interoreceptivas quanto
exteroceptivas, que acabam por modificar sua atividade e estimular diversas regides
do sistema nervoso central (SNC) em resposta ao estimulo inicial com relevancia
social para o individuo e sua espécie (Cooke; Woolley, 2009).

Alguns nucleos da amigdala sdo sexualmente dimérficos em ratos. Esse

dimorfismo esta na dependéncia da acdo dos hormbnios gonadais em ambos 0s
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sexos. Por exemplo, o MeA possui neurdnios que apresentam receptores para 0s
esteroides sexuais testosterona, progesterona, e a e 3 para estradiol (ERa; ERB) (De
Olmos; Beltramino; Alheid, 2004; Gréco et al., 2001). Devido a sua capacidade de
gerar alteragdes nos circuitos neurais, esses hormonios influenciam a plasticidade do
SNC e causam alteracBes morfolégicas neuronais no corpo celular, dendritos e
espinhos (Rasia-Filho et al., 2004; Zancan et al., 2015, 2018).

1.2 AMIGDALA MEDIAL E SEU SUBNUCLEO POSTERODORSAL

O MeA é um dos nucleos superficiais amigdalianos (De Olmos; Beltramino;
Alheid, 2004). E formado por uma coluna proeminente de células que surgem em
justaposicdo a superficie lateral do trato Optico e, posteriormente, em posi¢ao ventral
em relacdo a estria terminal (De Olmos; Beltramino; Alheid, 2004). Encontra-se em
posicdo medial e posterior ao nucleo do trato olfatorio e, como limite posterior, esta
aproximadamente onde surgem as porces temporais dos ventriculos cerebrais
(Canteras; Simerly; Swanson, 1995; De Olmos; Beltramino; Alheid, 2004). Em ratos,
0 MeA é dividido nos subnucleos anterodorsal (MeAD), anteroventral (MeAV),
posterodorsal (MePD) e posteroventral (MePV) (Canteras; Simerly; Swanson, 1995;
Dall'Oglio et al., 2008b, 2008a; De Olmos; Beltramino; Alheid, 2004; Newman, 1999).
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Figura 1 — Representacéo esquemética do MePD de encéfalo de rato em corte coronal

MePD, subnucleo posterodorsal do nucleo medial da amigdala; MePV, subnucleo posteroventral do
nacleo medial da amigdala; opt, trato 6ptico; st, estria terminal. Reproduzido e adaptado de Paxinos,
G., and Watson, C. The rat brain in stereotaxic coordinates Elsevier, 2006. (PAXINOS; WATSON,
2006).

Dentre as funcbes do MePD destacam-se: participacdo no processamento de
informacgdes olfativas e vomeronasais (Dielenberg; Hunt; McGregor, 2001; Guillamon;
Segovia, 1997), regulacdo de comportamentos sociais (Newman, 1999), incluindo-se
0s comportamentos agressivo (Rasia-Filho et al., 2012), sexual de machos e fémeas
(de Castilhos et al., 2006), maternal, de ansiedade e medo condicionado ou inato e
modulagdo emocional com respostas neuroendocrinas a estimulos estressantes
(Rasia-Filho et al., 2012). O MePD também desencadeia ajustes cardiovasculares
simpaticos e parassimpaticos muito provavelmente relacionados a génese e a
modulacdo de comportamentos sociais (Rasia-Filho et al., 2012).

Dentre suas acbes, o papel do MePD na génese e regulacdo do
comportamento reprodutivo em ratos tem sido mais estudado (Mazzucco et al., 2008;
Pfaff et al., 2006; Spiteri et al., 2010a). Tal estrutura esta em posicao estratégica para

modular a estimula¢&o quimiossensorial proveniente das aferéncias oriundas do bulbo
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olfatério, do érgdo vomeronasal (Dominguez; Hull, 2001) e de diversos nucleos do
hipotalamo (McDonald, 1998). A atividade do MePD é relevante para o
comportamento sexual em machos (Dominguez; Hull, 2001), mormente para a
intromissdo peniana e para a ejaculacao (de Castilhos et al., 2008; Dominguez; Hull,
2001; Newman, 1999). Por exemplo, ratos com lesdo no MePD perderam a erecao
peniana provocada pelo odor da fémea em estro, reduzindo o comportamento
copulatorio (Dominguez; Hull, 2001). De outro modo, a investigacao olfativa genital,
feita por machos em fémeas, leva a um aumento da proteina Fos no MePD, o que
igualmente ocorre apos a ejaculacdo neste subnucleo (Coolen et al., 1997). Em
fémeas, o MePD €& um componente neural de circuitaria neural que desinibe a
ocorréncia do comportamento de cépula feminina (Dalpian; Rasia-Filho; Calcagnotto,
2019). Isso coloca o MePD como importante area de estudo de possivel modulagéo
feita pelos hormoénios gonadais em estrutura relevante para a organizacdo de
comportamentos necessarios para a reproducdo e perpetuacdo de espécie animal.
Contudo, ainda ndo existem dados sobre a expressdo génica de receptores para
hormoénios gonadais ou para prolactina no MePD que possam ser correlacionados

com sua modulacé&o funcional.

1.3 HORMONIOS GONADAIS, DIMORFISMO SEXUAL E EFEITOS DA VARIACAO
HORMONAL OVARIANA CICLICA

Durante o ciclo estral de ratas, o hormdnio foliculo estimulante (FSH), o
hormdnio luteinizante (LH), a progesterona e a prolactina apresentam altos niveis
plasmaticos especificamente em proestro (Sato; Nasu; Tsuchitani, 2016; Smith;
Freeman; Neill, 1975). Ja os niveis de estradiol come¢cam a aumentar no diestro,
atingindo niveis maximos durante o proestro e retornando a linha de base no estro. A
secrecao de progesterona também aumenta durante o diestro e em proestro ocorre o
segundo pico maior desse horménio (Marcondes; Bianchi; Tanno, 2002; Sato; Nasu;
Tsuchitani, 2016).

Hormonios gonadais, atuando em seus receptores, sdo reguladores da
transcricdo génica no sistema nervoso central (SNC). A distribuicdo dos receptores

para esteroides sexuais no MeA n&o é uniforme (Simerly et al., 1990; Swann;
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Newman, 1992). Em machos, cerca de 80 a 90% dos neurbnios no MePD que
possuem receptores para estrogeno também expressam os para andrégenos (Gréco
et al., 1998). Também s&o encontrados no MePD neurénios com ERa e ERB em
machos e fémeas (DonCarlos et al., 2006; Petrulis, 2013) sendo que a concentragao
de receptores é tdo evidente que chega a ter a mesma intensidade que nos diversos
nacleos hipotalamicos relacionados com a secrecdo neuroendocrina do horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) (Shughrue; Lane; Merchenthaler, 1997; Voigt et
al.,, 2014). O MePD também apresenta receptores para a progesterona (De Vries;
Simerly, 2002). Todos esses receptores mostram uma organizagéo local complexa e
dindmica durante o ciclo estral ou, experimentalmente, na auséncia de hormdnios
gonadais apos a castracao em adultos (De Vries; Simerly, 2002). Em conjunto, esses
dados sugerem fortemente que os esteroides sexuais sdo capazes de modular a
morfologia e a funcdo das células presentes no MePD de machos e fémeas (donde o
termo “dimorfismo sexual”’), embora devam existir diferencas entre os sexos dada a
fisiologia reprodutiva que cada um apresenta (Guerra-Araiza; Coyoy-Salgado;
Camacho-Arroyo, 2002). O MePD é sexualmente dimorfico (Dalpian; Rasia-Filho;
Calcagnotto, 2019) por causa genética e pela acao local organizacional e ativacional
dos esteroides sexuais (Gréco et al., 1998; Rasia-Filho et al., 2004; Zancan et al.,
2018).

A ordem de descricdo do estudo da expressao génica no MePD esta a segquir,

conforme a interacdo destes genes.

1.3.1 Receptores a e B para estradiol e receptor de estrogénio acoplado a
proteina G

Muitos dos efeitos mediados pelo estradiol se dao por acdo de ERa e ER[ além
da membrana celular, e por sequéncias de sinalizacdo intracelular (Marrocco;
McEwen, 2016). Os comportamentos sociais femininos sdo modulados pela fungéo
dos receptores de estradiol (Le Moéne et al., 2019), porém o ERa é o fundamental
para o comportamento de receptividade sexual da fémea (Le Moéne; Agmo, 2018;
Ogawa et al., 1998) no nudcleo hipotalamico ventromedial (Spiteri et al., 2010b). O

bloqueio dos ERa nessa regido do encéfalo gera redugdo ou supressao do
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comportamento de lordose em ratas, parametro comportamental utilizado para medida
da receptividade sexual. J& o ERB n&o parece estar envolvido em comportamentos
reprodutivos, mas com a ansiedade, humor, aprendizado e memoria (Mazzucco et al.,
2008; Ogawa et al., 1999; ter Horst, 2010). Ambos os receptores para estradiol e 0
receptor da progesterona (PRGR) estao presentes no MePD e 0 ER[B € coexpresso
em células que contém ERa ou PRGR (Gréco et al., 1998)

Os fatores moleculares que controlam a expressdo de RNAm dos receptores
para estradiol, especialmente o do tipo a nos niveis de transcricdo, ndo sao
conhecidos completamente (Saito; Cui, 2023; Wilson; Westberry; Prewitt, 2008). Ha,
no entanto, inter-relacdo entre horménios e seus receptores com possibilidade de
modificacdo de expressao sinérgica. Por exemplo, um dos efeitos mais relevantes do
estradiol no SNC é induzir a expressao de receptores para progesterona (Maclusky;
Mcewen, 1978). Por outro lado, o fator de transcricdo STAT5, quando associado ao
JAK2, mostrou ser ativado pela prolactina; e a sua inibicdo causa prejuizo na
capacidade da prolactina aumentar a expressao de ERa (Champagne et al., 2006).

O receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPER1) € um receptor
formado por sete dominios transmembrana e que se liga aos estrogénios com alta
afinidade (Revankar et al., 2005; Thomas et al., 2005). E um receptor ndo nuclear
responsavel pelas acdes rapidas do estrogénio (Prossnitz; Barton, 2011) e regula sua
propria expressédo em varias regidées do SNC e periférico (Lu; Herndon, 2017). Este
receptor se localiza na membrana plasmatica, no reticulo endoplasméatico e no
complexo de Golgi (Bessa et al., 2015). Evidéncias indicam a participacdo do GPER1
mediada pelo estradiol para a cogni¢cao, depressao, dor e no comportamento de
lordose (Lu; Herndon, 2017; Magagiolini et al., 2004; Vajaria; Vasudevan, 2018) ao se
demonstrar que o GPER1 atua independentemente de ERa e ERPB, mas
possivelmente estimula as mesmas vias de segundos-mensageiros e possui acdes
gendmicas apos sua ativagdo. Dessa forma, os efeitos dos estrogénios no encéfalo
indicam uma provavel dependéncia de expressao relativa e de localizacdo celular de
multiplos receptores para estradiol (Waters et al., 2015).

Um dos principais efeitos dos estrogénios no MeA é a modulagdo da
preferéncia por parceiro sexual e no reconhecimento social para o que, nas fémeas,
h& envolvimento do ERa e do GPER1 de maneira independente (Spiteri et al., 2010b).
Os estrogénios também medeiam o comportamento de agressividade. O envolvimento

do ERa nessa regido encefalica se da pelo comportamento investigativo do “odor
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social”, modulando a interagao social e o comportamento agressivo (Ervin et al., 2015)

em machos e em fémeas (Unger et al., 2015).

1.3.2 Kisspeptina 1 e seu receptor

A kisspeptina 1 (KISS1), forma especifica do neuropeptideo kisspeptina, é
codificada pelo gene KISS1 (de Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003; Stephens;
Kauffman, 2017). Esse neuropeptidio é crucial na regulacdo do eixo hipotalamo-
hipéfise-gbnadas, controlando a reproducdo sexual (Stephens; Kauffman, 2017).
Além de ser um ligante para o receptor de kisspeptina 1 (KISS1R), também conhecido
como receptor de GPR54 (de Roux et al., 2003). Esse receptor apresenta uma
expressao abundante na amigdala de ratos, evidenciado pela técnica de hibridizacéo
in situ (Lee et al., 1999). Ao se ligar a esse receptor, a kisspeptina 1 estimula a
liberagcdo de GnRH e de LH e FSH (Dhillo et al., 2005; Navarro et al., 2005a, 2005b;
Stephens; Kauffman, 2017). Esses horménios, por sua vez, tém papel fundamental na
regulacdo da func&do ovariana reprodutiva (Beltramino; Taleisnik, 1978; Stephens;
Kauffman, 2017; Tyler; Gorski, 1980; Velasco; Taleisnik, 1971). Assim, a auséncia da
kisspeptina ou do seu receptor estd relacionado a problemas de fertilidade e
reproducdo em humanos e em camundongos (Stephens; Kauffman, 2017). Ademais
a ativacao dos neurdnios no MeA pela kisspeptina aumenta as interacdes sociais em
camundongos, podendo influenciar o processamento olfativo social e/ou sexual; além
dessa ativagdo diminuir o comportamento de ansiedade (Adekunbi et al., 2018;
Csabafi et al., 2013; Kauffman et al., 2007b; Stephens; Kauffman, 2017).

Esse neuropeptideo e seus receptores estdo localizados no hipotalamo, nos
nucleos periventricular anteroventral, rostral e arqueado, e estdo presentes em varias
regides extra-hipotalamicas, como o MeA (Franceschini et al., 2006; Gottsch et al.,
2004; Kauffman et al., 2007a; Smith et al., 2005a, 2005b). O KISS1 é sexualmente
dimérfico, havendo uma maior expressao génica em ratas do que em ratos (Kauffman
et al., 2007a; Stephens; Kauffman, 2017), além de ser fortemente regulado pelos
esteroides sexuais em camundongos e ratos (Homma et al., 2009). Em camundongos

knockout para ERa ha aumento dos niveis de KISS1 no MeA quando tratados com
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esteroides comparado com 0 grupo que nao recebeu tratamento (Stephens et al.,
2016) e esse efeito ndo ocorre em camundongos knockout para ERB (Smith et al.,
2005b; Stephens et al., 2016).

A expressdo génica de KISS1 no MeA também é sexualmente dimorfica e varia
de acordo com o ciclo estral em camundongo e rato (Homma et al., 2009). FEmeas
dessas espécies em proestro apresentam uma expressao maior, quando comparado
as outras fases do ciclo (estro e diestro), e quando ha altos niveis de estradiol
circulante (Homma et al., 2009; Xu et al., 2012). Machos apresentam uma expressao
de KISS1 no MeA maior do que fémeas em diestro (Homma et al., 2009). Além do
estradiol, a sinalizacdo pelo GABA (acido gama-aminobutirico) via receptor GABAs
(receptor de acido gama-aminobutirico tipo B) também atua fortemente na regulacéo
da expresséo de KISS1 no MeA em camundongos (Di Giorgio et al., 2014). Contudo,
essa expressdo no MeA so é detectada em roedores adultos, quando os esteroides
estdo mais elevados, ndo sendo detectados em roedores em periodo pds-natal e pré-
puberes (Cao; Patisaul, 2013; Di Giorgio et al., 2014).

1.3.3 Receptor de progesterona

Muitas diferencas sexuais foram relatadas em relacdo as acbes da
progesterona no SNC na modulacdo do comportamento sexual e nos efeitos
ansioliticos (Guerra-Araiza; Coyoy-Salgado; Camacho-Arroyo, 2002). A progesterona
modula comportamentos tipicos femininos, como o de lordose lombar durante a
atividade sexual e o comportamento maternal (Wagner, 2006). Ratos adultos também
exibem PRGR, os quais podem influenciar comportamentos mediados pela
testosterona (Schneider et al., 2003). Exemplo disso sdo os camundongos knockout
para PRGR castrados nao terem sido capazes de restaurar completamente o
comportamento sexual mediante terapia substitutiva com testosterona (Phelps et al.,
1998). Por outro lado, niveis suprafisiolégicos de progesterona inibem o
comportamento sexual masculino (Nyante et al., 2012; Wagner, 2006). Assim, 0s
niveis de progesterona podem ser determinantes para a inibicAo da acdo da
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testosterona ou para cooperar com a regulacdo do comportamento sexual (Nyante et
al., 2012)

Os receptores deste hormonio possuem alta concentracdo no MePD (De Vries;
Simerly, 2002) e séo os reguladores da acao da prolactina encefalica (Ben-Jonathan
et al., 1996), além de modular a forma e conectividade neuronal, mormente a
densidade dos espinhos dendriticos, dependendo da fase do ciclo estral ou de
manipula¢cdes com terapia substitutiva apds a castracao de ratas adultas (de Castilhos
et al., 2008; Rasia-Filho et al., 2004). Os espinhos dendriticos no MePD s&o elementos
pés-sinapticos relacionados com a estabilidade e a plasticidade sinaptica,
apresentam-se em maior numero em machos do que em fémeas em proestro, quando
h&a uma maior quantidade de estradiol e progesterona em circulacdo nas fémeas,

como acima descrito (Brusco et al., 2014; Rasia-Filho et al., 2004).

1.3.4 Prolactina e seus receptores, EGR1, JAK2, STAT5A e STAT5B

A prolactina (PRL) € um horménio fundamental na lactacdo, mas também pode
agir como neuromodulador no SNC, podendo influenciar a plasticidade sinaptica,
promovendo neurogénese ou sobrevivéncia neuronal no hipocampo apds evento
estressante (Mak et al., 2007). O MePD apresenta alta densidade de receptores para
PRL(Allen Institute for Brain Science, 2022) e fibras imunorreativas & PRL em seu
neurépilo (Harlan et al., 1989). A PRL pode ser também sintetizada e secretada por
tecidos extra-hipofisarios (Ben-Jonathan et al., 1996; Marano; Ben-Jonathan, 2014).
Ratos, apds serem submetidos a hipofisectomia, passam a ter expressao de PRL em
diferentes locais do encéfalo, inclusive na amigdala (DeVito et al., 1992; Emanuele et
al., 1992). H4 PRL na amigdala de fetos de ovinos (Roselli et al., 2008), embora, em
todas as espécies estudadas até o momento, ndo se saiba qual é a funcéo exercida
por esse horménio ou neuromodulador no MePD (Cabrera-Reyes et al., 2017).

A PRL exerce sua acéo ligando-se a um receptor (PRLR) de membrana que
apresenta isoformas moleculares descritas em diferentes espécies (Clevenger; Kline,
2001; Freeman et al., 2000). Em ratos ha trés isoformas principais, sendo elas: a longa

(591 aminoacidos), intermediaria (393 aminoacidos) e curta (291 aminoacidos),
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diferindo somente no dominio citoplasmatico (Chilton; Hewetson, 2005; Shirota et al.,
1990), mas podendo implicar em diferentes vias de transducdo de sinal para cada
forma (O’Neal; Yu-Lee, 1994).

No MeA e em outras estruturas encefélicas estdo presentes essas isoformas
do PRLR (Bakowska; Morrell, 2003). O estrogénio regula a expressao do PRLR e sua
sinalizacdo em areas cerebrais especificas (Anderson et al., 2008), com similaridade
de expressao para PRLR e ERa em alguns nucleos cerebrais (Brown et al., 2010;
Simerly et al., 1990). Na area pré-optica medial hipotalamica, area sexualmente
dimorfica, a regulacéo da expressédo de PRL se da por horménios gonadais, ou seja,
por testosterona e seu metabdlito estrogeno no receptor a para, entdo, induzir a
expressdo de PRL (Quadros et al., 2002). Grande porcentagem de neurdnios
imunorreativos a PRL no nucleo paraventricular hipotalamico expressam também o
ERpB, o que indica efeito direto do estrogénio na producéo de PRL (Suzuki; Handa,
2005).

A PRL pode modular a plasticidade de neurdnios ocitocinérgicos no hipotdlamo
de fémeas pela inducdo do gene de respostas ao crescimento inicial — 1 (EGR1)
dependente de proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAP-quinases) (Blume et
al., 2009). Este tem papel na regulacédo de genes de transcricdo envolvidos na
reproducéo feminina (Lee et al., 1996), crescimento de neuritos (Harada et al., 2001),
regulacdo do proteassoma neuronal (James; Conway; Morris, 2006) e a atividade do
eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HPA) (Wong et al., 2004). O EGR1 é
particularmente interessante por sua relacdo com proteinas que sao essenciais para
a plasticidade sinaptica (Knapska; Kaczmarek, 2004; O’Donovan et al., 1999).

A expressdo de EGR1 parece ser sexualmente dimorfica e modulada por
esteroides sexuais (Duclot; Kabbaj, 2015, 2017) dependendo da regido do SNC
estudada. Exemplo disso é o bloqueio da expressdo de EGR1 no cortex pré-frontal, o
gue causa aumento da ansiedade com efeito maior observado em machos do que em
fémeas (Stack et al., 2010). Inibicdo da aromatase, enzima que transforma
testosterona em estradiol, induz diminuicdo da expressao de EGR1, o que pode variar
entre machos e fémeas como forma de modular a via de sinalizacdo para ativacao
neuronal de tal gene (Krentzel; Remage-Healey, 2015), ainda assim dependendo da
regido do SNC estudada.

A PRL também é responsavel por aumentar especificamente a fosforilagdo da

tirosina de Janus quinase 2 (JAK2), e a subsequente fosforilacdo de STATS5A e
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STATS5B (DeVito; Stone, 1999). Isso ocorre, pois, a ligacdo da PRL ao seu receptor
estimula a tirosina quinase Jak2 ligada ao receptor e a subsequente fosforilacdo da
tirosina (Mayr et al., 1998). A ativacdo do PRLR estimula uma série de vias de
sinalizacao, incluindo as mediadas por proteinas transdutoras de sinal e ativadoras de
transcricdo (STAT) (Bole-Feysot et al., 1998; Hennighausen; Robinson, 2008),
predominantemente pela STATS5 (Copeland et al., 1995; Wakao; Gouilleux; Groner,
1994). Este € entdo recrutado para sitios fosforilados e € ele proprio fosforilado (Kirken
et al., 1997). Apos ocorre a dissociacao do receptor, o STATS fosforilado (pSTAT5)
com a dimerizacdo e translocacdo para o nucleo pode regular a atividade
transcricional de genes sensiveis a PRL (Bole-Feysot et al., 1998; Brown; Herbison;
Grattan, 2011; Chilton; Hewetson, 2005; Soldaini et al., 2000; Wakao; Gouilleux;
Groner, 1994).

O STATS5 possui duas isoformas homdélogas, as quais partilham 96% de
identidade de aminoacidos, STAT5A e STAT5B (Copeland et al., 1995; Liu et al., 1995;
Mui et al., 1995). Essas isoformas sdo frequentemente co-expressas em tecidos,
podendo aumentar a possibilidade de redundancia funcional entre as isoformas
(Hennighausen; Robinson, 2008). Porém, as células podem apresentar uma ativacao
preferencial de STAT5A ou STAT5B quando sédo expostas a PRL. Deste modo, como
0 STAT5B € o mediador priméario da acdo da PRL no hipotalamo, e ndo o STAT5A,
sugere-se que cada isoforma possui uma atividade biolégica Unica (Yip et al., 2012).
Por exemplo, o STAT5A medeia predominantemente a sinalizacdo da PRL na
glandula mamaria, enquanto a do figado envolve o STAT5B (Grimley, 1999; Liu et al.,
1997; Udy et al., 1997), além de ser responsavel pelo feedback negativo mediado pela
PRL via neurénios dopaminérgicos tuberoinfundibulares (TIDA) (Grattan et al., 2001).

A sinalizacdo do STATS cerebral é necesséria para modular o aprendizado e a
formacg&o da memoria espacial, de medo condicionada ao contexto e aversiva, sendo
assim um importante mecanismo celular para regular as fungdes cognitivas (Furigo et
al., 2018)e nos neurbnios que possuem 0 neuropeptideo KISS1 a expressao do
STATS regula o momento da puberdade (Silveira et al., 2017). Deste modo, o papel
da sinalizacdo cerebral STATS5 estd relacionado na formacdo da memoria,
neuroplasticidade, comportamento e outros aspectos cognitivos (Gisabella et al.,
2016; Larsen; Grattan, 2010, 2012; Li et al., 2002; Nyberg; Hallberg, 2013; Oomura et
al., 2006; Paz-Filho et al., 2008; Wang et al., 2013). Camundongos deficientes em

STATS5B ndo conseguem manter o dimorfismo sexual da de crescimento corporal,
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além das fémeas abortarem entre 0 8° e 0 17° dia de gestagéo, sem defeitos maternos,
placentéarios ou fetais evidentes (Udy et al., 1997). Tais animais também apresentam
atraso no crescimento de pelos e defeitos na regulacdo da gordura corporal, com
significativamente menos presenca de tecido adiposo tanto em machos como em
fémeas (Udy et al.,, 1997). Visto que, a perda da sinalizagdo STAT5 no cérebro
também altera o equilibrio energético e leva a obesidade de inicio tardio,
principalmente em fémeas de camundongos (Lee et al., 2008; Patterson et al., 2012).

Um dos objetivos da presente dissertacdo € estudar o que ocorre com a
expressao génica de todos os elementos acima descritos especificamente no MePD,

0 que ainda € inédito na literatura.

1.4 COMPORTAMENTO DE LORDOSE EM RATAS

A receptividade das fémeas ao macho é quantificada pela exacerbacdo da
lordose lombar durante a cOpula, expondo a vagina para penetracdo peniana. O
namero de vezes e a intensidade do comportamento de lordose é indicativo de
receptividade sexual em ratas. Esse reflexo, que se associa com a desinibicdo do
comportamento sexual, ocorre ciclicamente devido a concomitante presenca de altos
niveis circulantes de estrogénio e de progesterona em resposta a informacao tatil
sensorial causada pelo macho quando se coloca acima do dorso da fémea para a
copula (Nelson, 1995).

Vérias estruturas cerebrais sdo necessarias para o comportamento de lordose,
como o hipotalamo, cuja lesdo do nucleo ventromedial ou destruicdo de suas fibras
aferentes e eferentes reduzem a frequéncia de lordose. LesGes na regido cinzenta
central também reduzem o comportamento de lordose. E a destruicdo do feixe
noradrenérgico mesencefalico ventral elimina completamente esse comportamento
(Nelson, 1995).

A PRL possui funcdo na regulacdo das vias neuroenddcrina envolvidas no
comportamento de copula. A administragdo aguda intracerebral de PRL estimula o
comportamento de lordose (Harlan; Shivers; Pfaff, 1983). Niveis anormalmente altos
de PRL podem inibir a lordose em ratas devido ao efeito antigonadotréfico (Dudley;

Jamison; Moss, 1982). Por outro lado, a administracdo de bromocripitina, agonista
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dopaminérgico, inibe a secrecdo de PRL durante o proestro e inibe a receptividade da
fémea (Plant; Zeleznik, 2015; Witcher; Freeman, 1985). E mais recente a sintese de
farmaco bloqueador seletivo do PRLR (Dell-9-G129R-hPRL) (Bernichtein et al., 2003)
e ndo ha ainda na literatura dados sobre qual a funcao exercida por este farmaco ou
pela PRL no MePD de ratas.

A PRL apresenta uma elevacdo dos seus niveis circulantes em proestro,
podendo estar relacionada ao comportamento sexual da fémea (Witcher; Freeman,
1985), mas o quanto o MePD é responsavel por desinibir a ocorréncia de lordose
lombar por acdo da PRL local ainda precisa ser estudado. Uma das abordagens para
tanto € bloquear o efeito endégeno da PRL no MePD e quantificar o comportamento
sexual feminino quando em proestro, outro objetivo da presente dissertacdo para
integrar os raciocinios e conhecimentos existentes com 0s experimentos aqui

desenvolvidos.

1.5. JUSTIFICATIVA

O presente trabalho é inédito ao estudar a expressdo génica de ERa, ERp,
GPERL1, KISS1, KISS1R, PRGR, PRL, PRLR curto e longo, EGR1, JAK2, STAT5A e
STAT5B no MePD comparando-se machos e fémeas ao longo do ciclo estral. Isso é
relevante pelo fato de o MePD ser uma regido sexualmente dimorfica que participa da
modulacdo do comportamento reprodutivo e sensivel a agéo ciclica dos esteroides
sexuais e da PRL. Ademais, os dados aqui apresentados poderao elucidar questdes
funcionais importantes relacionadas com as modificacbes dinamicas na estrutura e
funcdo neuroglial e singptica previamente descritos para 0 MePD de machos e fémeas
(Gréco et al., 1998; Newman, 1999; Rasia-Filho et al., 2004; Zancan et al., 2015),
gerando novas evidéncias da modulacdo hormonal na atividade celular neste
subnucleo em ambos o0s sexos e ao longo das fases do ciclo ovulatério. Como ainda
se desconhece qual é a funcéo exercida pela PRL no MePD, podem-se obter dados
basicos fundamentais para relacionar tal hormdénio com circuitaria neural relevante

para a emissao do comportamento sexual da fémea em proestro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Estudar a variacdo da expressdo génica de receptores para estradiol (ERa,
ERB e GPER1), de Kisspeptina 1, de progesterona, prolactina e seus receptores,
EGR1, JAK2, STAT5A e STAT5B no MePD de ambos os hemisférios cerebrais de
ratos machos e fémeas ao longo do ciclo estral. Adicionalmente, estudar a modulagéo
da PRL no MePD sobre o comportamento sexual de ratas em proestro (conforme

projeto aprovado sob pareceres 616/19 e 641/19 incluidos nos Anexos | e ).

2.1.1 Objetivos especificos

i.Estudar a expressdo génica no MePD dos hemisférios direito e esquerdo de ERa e
comparar tais resultados em machos e em fémeas em diestro, proestro e estro
empregando-se técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (g-PCR).

ii.Estudar a expressao génica no MePD dos hemisférios direito e esquerdo de ERG e
comparar tais resultados em machos e em fémeas em diestro, proestro e estro
empregando-se técnica de g-PCR.

iii. Estudar a expresséo génica no MePD dos hemisférios direito e esquerdo de GPER1
e comparar tais resultados em machos e em fémeas em diestro, proestro e estro
empregando-se técnica de g-PCR.

iv.Estudar a expresséo génica no MePD dos hemisférios direito e esquerdo de KISS1 e
comparar tais resultados em machos e em fémeas em diestro, proestro e estro
empregando-se técnica de g-PCR.

v.Estudar a expressao génica no MePD dos hemisférios direito e esquerdo de KISS1R
e comparar tais resultados em machos e em fémeas em diestro, proestro e estro

empregando-se técnica de g-PCR.
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vi.Estudar a expressao génica no MePD dos hemisférios direito e esquerdo de PRGR e
comparar tais resultados em machos e em fémeas em diestro, proestro e estro
empregando-se técnica de g-PCR.

vii.Estudar a expressao génica no MePD dos hemisférios direito e esquerdo de PRL e
comparar tais resultados em machos e em fémeas em diestro, proestro e estro
empregando-se técnica de g-PCR.

viii. Estudar a expressao génica no MePD dos hemisférios direito e esquerdo de PRLR
curto e longo e comparar tais resultados em machos e em fémeas em diestro, proestro
e estro empregando-se técnica de g-PCR.

ix.Estudar a expressao génica no MePD dos hemisférios direito e esquerdo de EGR1 e
comparar tais resultados em machos e em fémeas em diestro, proestro e estro
empregando-se técnica de g-PCR.

x.Estudar a expressdo génica no MePD dos hemisférios direito e esquerdo de JAK2 e
comparar tais resultados em machos e em fémeas em diestro, proestro e estro
empregando-se técnica de g-PCR.

xi.Estudar a expresséo génica no MePD dos hemisférios direito e esquerdo de STAT5
A e comparar tais resultados em machos e em fémeas em diestro, proestro e estro
empregando-se técnica de g-PCR.

xii.Estudar a expressao génica no MePD dos hemisférios direito e esquerdo de STAT5B
e comparar tais resultados em machos e em fémeas em diestro, proestro e estro
empregando-se técnica de g-PCR.

xiii.Estudar o efeito da microinjecado estereotaxica de antagonista dos receptores para
prolactina (Dell-9-G129R-hPRL) e da combinacdo com prolactina no MePD direito

sobre o comportamento sexual de lordose em ratas em proestro.
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3 RESULTADOS

3.1 ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados obtidos durante este trabalho estéo descritos no seguinte artigo
cientifico, que foi redigido de acordo com as normas da revista Behavioural Brain

Research e sera submetido a mesma.
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4 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram varias diferencas importantes na
expressao génica relacionada com sexo e fase do ciclo ovulatério no MePD. Como
resposta ao estrogeno circulante, o gene ERa no MePD de fémeas em diestro (no
hemisfério direito) e proestro (no hemisfério esquerdo) apresentam maior expressao
relativa deste receptor quando comparado com os machos, sugerindo que esse
receptor especificamente apresenta dimorfismo sexual e pode ser um dos principais
elementos a gerar respostas morfoldgicas e eletrofisiolégicas mediada por esteroides
sexuais previamente descritas nessa regido (Rasia-Filho et al., 2004; Brusco et al.,
2014; Dalpian et al., 2019). Para a expresséao dos genes do ERB, PRGR, PRLR longo,
EGR1, JAK2 e STAT5A nao houve diferenca estatistica entre os grupos estudados.

Adicionalmente, o gene do GPER1 mostrou uma diferenca da expresséao entre
hemisférios direito e esquerdo, apresentando uma maior expressao relativa no
hemisfério direito de machos e fémeas em diestro e estro quando comparado com o
hemisfério esquerdo, além da expressdo em fémeas em diestro no hemisfério direito
guando comparado com os valores menores de fémeas em proestro. Esses dados
identificam efeito da variacdo ciclica dos esteroides ovarianos e da lateralidade
hemisférica na expressao génica de GPERL1.

O gene KISS1 no MePD de machos também apresentou maior expressao
relativa quando comparado com fémeas em diestro e em estro, para ambos 0s
hemisférios encefalicos, assim, sugerindo que esse gene apresenta dimorfismo sexual
de acordo com a fase do ciclo estral. Para o gene do receptor KISS1R houve maior
expressdo somente no hemisfério esquerdo de fémeas em diestro quando comparado
com machos, sugerindo novamente a presenca de diferenca sexual de acordo com a
fase do ciclo estral.

O mesmo ocorre para a expressao do gene da PRL no hemisfério esquerdo em
gque fémeas em diestro, proestro e estro tiveram uma maior expressao quando
comparado com machos. Ja a expressdao do PRLR curto no MePD do hemisfério
esquerdo apresentou uma maior expressdo em fémeas em estro quando comparadas
com machos, salientado a presenca de diferenca sexual conforme a fase do ciclo
estral. Ainda, a expressao do gene STAT5B mostrou uma diferenca em sua expressao

entre os hemisférios direito e esquerdo, apresentando uma maior expressao relativa
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no hemisfério direito de fémeas em diestro, proestro e estro quando comparado com
dados do hemisfério esquerdo de machos e fémeas em diestro, além da expresséo
em fémeas em proestro no hemisfério esquerdo foi maior quando comparado com
machos do mesmo hemisfério, indicando a presenca de dimorfismo sexual,
lateralidade hemisférica e efeito da variagéo ciclica hormonal.

Estudos de expresséo génica utilizam a suposicao basica de que a sintese de
proteinas esta relacionada com a presenca de RNAmM, sem variacao na eficiéncia da
traducdo durante o ciclo celular (Cooper; Shedden, 2007). Em geral, tanto nas
bactérias quanto nos eucariotos, as concentragdes celulares de proteinas se
correlacionam com a quantidade de RNAm correspondentes (Sponer et al., 2018). A
técnica de RT-gPCR ja esta bem estabelecida como forma de estudo e quantificacéo
de RNAmM no sistema nervoso e, neste caso, no MePD de ratos (Cao; Patisaul, 2011,
Nutsch et al., 2017) além de diversas outras regides encefélicas (Hernandez et al.,
2019; Lake; Corréa; Miller, 2019; Zoubkova et al., 2019). E preciso, porém, considerar
gue a sintese de proteinas pode mudar sob diferentes condi¢cdes celulares e nos
mecanismos que governam sua regulacao (Vogel; Marcotte, 2012) e buscar relacionar
0s presentes resultados com os efeitos dos esteroides sexuais com dados
morfologicos e funcionais previamente relatados previamente para a mesma area.
Isso sera feito nos proximos paragrafos, integrando os dados inéditos obtidos com a
notavel plasticidade do MePD de ratos.

E relevante que a ac&o dos esteroides sexuais em seus receptores tem efeitos
regulatérios na morfologia neuroglial e na possibilidade de modulagédo sinaptica
especificas em cada area do sistema nervoso e dependendo do tipo celular envolvido
e suas conexdes (De Vries; Simerly, 2002; Rasia-Filho et al., 2012). Os niveis dos
esteroides circulantes entre roedores se diferem pelo sexo na expressao dos
receptores hormonais, assim, podendo estar relacionado com a regulacdo da
expressao génica ou das proteinas componentes de seus receptores (De Vries;
Simerly, 2002; Rasia-Filho et al., 2012). As diferencas sexuais no numero de
neurbnios que expressam receptores de horménios gonadais e as diferencas nos
niveis de receptores em células individuais em vias sexualmente diferenciadas
fornecem um nivel adicional de regulacao celular que pode contribuir para a expressao
do comportamento reprodutivo (De Vries; Simerly, 2002). Ademais, nucleos
encefalicos sexualmente dimorficos de roedores exibem altos niveis de atividade da

enzima aromatase, a qual converte testosterona em estradiol (De Vries; Simerly,
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2002). Os altos niveis dessa enzima no MeA indicam que o receptor de estrogénio
pode estar relacionado com a ativacao da funcéo celular nesta regido e ser maior em
machos do que fémeas, enquanto nessas a variacao é ciclica da atividade induzida
por esteroides (De Vries; Simerly, 2002).

Machos ou fémeas em diestro possuem mais espinhos dendriticos proximais e
recebem mais estimulos sinapticos excitatérios do que fémeas em proestro e em estro
(Dalpian; Rasia-Filho; Calcagnotto, 2019; Rasia-Filho et al., 2004), ao mesmo tempo
gue machos e fémeas em diestro apresentam maior volume do corpo celular (Hermel
et al.,, 2006). Em fémeas em proestro foi identificada maior densidade de espinhos
somaticos (Zancan et al., 2015). Ou seja, 0s niveis elevados de estrogénio e
progesterona durante o proestro atuam em seus receptores nos neurdnios do MePD
causando alteracdes em sua forma e funcao (Brusco et al., 2014; Gréco et al., 1998;
Newman, 1999; Rasia-Filho et al., 2004).

A expressado génica descrita aqui sugere que, no MePD, o efeito esteroide
principal ocorra em receptores do tipo a para estradiol, mas ndo se descartam as
interagdes funcionais importantes com os receptores de tipo B para estradiol e para
progesterona. E interessante que receptores de tipo a e B para estradiol existem no
MePD em camundongos machos e fémeas, mas fémeas tem mais expressao do tipo
a enquanto para os do tipo B ndo ha diferenca entre os sexos (Stani¢ et al., 2014).
Nossos dados podem se relacionar com esse achado, guardadas as diferencas entre
espécies estudadas. Isso também esta de acordo com o achado de que a expressao
do receptor do tipo B para estradiol é sexualmente dimorfica no MePD nas primeiras
horas pdés-natal, mas no quarto dia de vida pos-natal essa condicao deixa de ocorrer
devido a diminuicdo observada nas fémeas (Cao; Patisaul, 2013). A diferenca na
expressao do receptor do tipo a manteve-se constante ao longo do tempo (Cao;
Patisaul, 2013), reforcando a possibilidade de que as principais acdes mediadas pelo
estradiol envolvem a acéo do receptor a para estradiol no MePD de animais adultos.

Estrogénio também controla positivamente a expressdo do RNAm para PRGR
em varias regides encefalicas (Romano; Krust; Pfaff, 1989) e este receptor também é
reconhecido como importante regulador da acao central da PRL (Ben-Jonathan et al.,
1996). O PRGR esta presente no MePD (De Vries; Simerly, 2002) e modula a¢6es
sobre os espinhos dendriticos de forma diferente em ratas intactas ou em ratas
castradas. Ou seja, em proestro, com 0 pico de estrégeno e progesterona em

circulacao, ocorre reducédo na densidade de espinhos dendriticos no MePD (Rasia-
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Filho et al., 2004), mas ratas castradas que receberam progesterona apos injecéo de
estradiol apresentam aumento na densidade de espinhos dendriticos nessa area (de
Castilhos et al., 2008). Isso significa que acdo da progesterona em seu receptor no
MePD pode ser complexa e diferente em condic¢do fisiolégica ou apds a reestruturacédo
gue o encéfalo experimenta apés a ovariectomia (de Castilhos et al., 2008).

De fato, o dimorfismo sexual e a variacdo ciclica dos hormbnios ovarianos
influenciam de forma significativa a cinética do potencial pds-sinaptico excitatério
espontaneo dos neurdnios no MePD (Dalpian; Rasia-Filho; Calcagnotto, 2019). Essa
modulacdo da transmisséo sinaptica tem sido descrita como mediada por esteroides
sexuais (Hansberg-Pastor et al., 2015; Sellers; Raval; Srivastava, 2015) e bem se
relaciona com a alta densidade de ambos os receptores para estradiol, progesterona
e testosterona que o MePD apresenta em ratos adultos (De Vries; Simerly, 2002;
Gréco et al., 1998; Simerly et al., 1990). Além da acao local, os esteroides sexuais
também podem modificar dinamicamente a atividade das aferéncias para o0s
neurénios do MePD, gerando os resultados eletrofisiolégicos de maior excitabilidade
dessas células em machos e fémeas em diestro e menor em fémeas em proestro
(Cooke; Stokas; Woolley, 2007; Dalpian; Rasia-Filho; Calcagnotto, 2019; Rasia-Filho
et al., 2004). E notavel que isso representa diferenca entre os sexos e uma
plasticidade em fémeas adultas que ocorre ao longo de 4-5 dias em cada ciclo
ovulatério.

Nossos achados foram obtidos em animais adultos, o que se soma as acdes
ontogenéticas regulatorias dos esteroides sexuais na expressao de seus receptores e
podem ser importantes durante os periodos de desenvolvimento intrauterino para a
neurogénese e a diferenciacdo sexual ou durante a puberdade (De Vries; Simerly,
2002; Johnson; Breedlove; Jordan, 2008; Schulz; Sisk, 2016). Ha diferencas entre os
sexos na magnitude e organizacdo temporal de tais respostas regulatérias (De Vries;
Simerly, 2002; Kudwa et al., 2009). Isso pode fazer que se mudem os espinhos
dendriticos e seu impacto no processamento pos-sinaptico das aferéncias que
chegam ao MePD e, com isso, modulando a atividade dos circuitos amigdalo-
hipotalamicos, reduzir a inibicdo ha na emissdo do comportamento sexual feminino e
estimular a liberacdo de GnRH para a ovulagdo (Dalpian; Rasia-Filho; Calcagnotto,
2019; Rasia-Filho et al., 2012).

A expressdo génica e seu processamento pos-traducdo também podem

contribuir para a heterogeneidade na expresséo de receptores para estrogénio (De
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Vries; Simerly, 2002). A expresséo de fatores de transcricdo secundarios pode exibir
uma organizacdo temporal complexa, controlando, dessa forma, as influéncias
reguladoras dos hormonios circulantes na expresséo de seus respectivos receptores
durante periodos especificos (De Vries; Simerly, 2002). Os esteroides sexuais
controlam o desenvolvimento de circuitos neurais no prosencéfalo de mamiferos e
regulam ndo apenas a atividade neuronal, mediada por transmissao sinaptica, mas
também influenciam a expressdo génica desses receptores ajustando, assim, a
responsividade das vias sensiveis a tais hormoénios (Black; Adler; LaGamma, 1986;
De Vries; Simerly, 2002). Além disso, existe coexpressao em neurénios no MePD do
receptor a para estradiol, receptor de progesterona e receptor de andrégenos (Gréco
et al., 2001; Gréco; Lubbers; Blaustein, 2003; Shughrue; Merchenthaler, 2001,
Shughrue; Lane; Merchenthaler, 1997).

Muito interessante também foi 0 achado de que o GPER1 apresentou diferenca
em sua expressao génica no MePD relacionada com hemisfério encefélico, o sexo e
a fase do ciclo estral uma vez que hemisfério direito de machos e fémeas em diestro
e estro tiveram uma expressao maior que hemisfério esquerdo, além de fémeas em
diestro no hemisfério direito tiveram uma expressao maior que fémeas em proestro.
GPER1 esté relacionado com agfes rapidas e ndo-gendmicas do estradiol, podendo
atuar como modulador das agdes geradas pela ativagao do receptor a para estradiol
e regular a espinogénese em areas nervosas que modulam o comportamento sexual
feminino de lordose lombar e o aprendizado social (Vajaria; Vasudevan, 2018).
Entretanto, a acdo complexa do GPER1 também pode ocorrer independentemente de
ambos os receptores para estradiol (Hadjimarkou; Vasudevan, 2018; Levin, 2009). A
isso se soma o fato de que a expressao de KISS1 é sexualmente dimérfica no MeA
de ratas e camundongos fémeas (Homma et al., 2009). Resultado similar ocorreu com
a expressao génica de KISS1 no MePD, em que machos tiveram uma maior
expressao que fémeas em diestro e em estro tanto no hemisfério direito quando
esquerdo. O mesmo ocorreu para o seu receptor, KISS1R, em que machos tiveram
uma expressao maior do fémeas em diestro, poréem somente no hemisfério esquerdo,
achado para o MePD que se difere do foi encontrado em outras areas onde houve
maior expressao génica em ratas do que em ratos (Kauffman et al., 2007a; Stephens;
Kauffman, 2017). Ademais, a expressdo de KISS1 diminui com tratamento com
estradiol e testosterona no nucleo arqueado, evidenciando a possibilidade de que o

KISS1 participe do feedback negativo dos esteroides gonadais e da liberacao pulsatil
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da secrecdo de GnRH (Kauffman et al., 2007a; Smith et al., 2005a, 2005b; Stephens;
Kauffman, 2017). Dessa forma, a baixa expressédo do gene KISS1 nas fémeas pode
ser esclarecida pela sua relacdo com a alta expressdo de estradiol no nucleo
arqueado, sobretudo o estradiol alfa.

Por sua vez, a PRL e seu PRLR curto no MePD do hemisfério esquerdo
apresentou variacdes de expressao génica entre os grupos estudados. Isso indica que
a sintese local da prolactina depende de sexo, efeitos ciclicos dos esteroides sexuais
e do hemisfério cerebral, apesar de ndo ocorrer variagbes na expressao do PRLR
longo. Como todas as areas nervosas, o0 MePD pode também receber PRL da
circulacao, porém ha axbnios aferentes provenientes do hipotalamo que se utilizam
de PRL como transmissor quimico (Ben-Jonathan et al., 1996; Harlan et al., 1989). No
nucleo paraventricular hipotalamico, a sintese de PRL é modulada por acdo dos
receptores do tipo B para estradiol, mas nao pelos do tipo a (Suzuki; Handa, 2005). A
acao preferencial de um tipo de receptor para o estradiol, que nao foi diferente entre
0s grupos estudados, poderia explicar por que, enquanto ha maior quantidade de PRL
em circulacdo durante o proestro, ndo ocorre aumento da expressao génica dos
receptores para prolactina no MePD entre as fémeas ao longo do ciclo estral. Outra
possibilidade a ser testada é a modulacdo da expressdo génica para PRL e seus
receptores no MePD ser diferente quando da gravidez e para a organizar o
comportamento maternal (Bridges et al., 1990; Furigo et al., 2014).

Muito provavelmente, os efeitos da PRL s&o diferentes em cada regido
encefalica a ser estudada (Bakowska; Morrell, 2003). Isso porque a reposicdo de
esteroides em ratas ovariectomizadas aumentou a quantidade de PRLRs
especificamente na area pré-optica hipotalamica e no plexo coroide (Anderson et al.,
2008). Os mecanismos pos-transcricionais também podem estar envolvidos na
interacdo entre os hormoénios sexuais e a PRL e seu receptor no encéfalo de ratos
(Furigo et al., 2014), assim como interferir em sequéncias de sinalizacdo intracelular
(Anderson et al., 2008). E o caso da acdo do receptor do tipo a para estradiol na
atividade transcricional de STATS5 induzida pela PRL (Faulds et al., 2001). Nao ha
nenhum dado desse tipo disponivel para o MePD até o presente momento na
literatura, o que esta aberto para novas contribuicdes.

A expressdo génica de EGR1 n&o apresentou diferenca significativa
relacionada com sexo e fase do ciclo estral, embora pudesse estar envolvida com

mecanismos de transcricdo envolvidos na reproducao feminina, como os de secrecao
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no eixo hipotadlamo-hipéfise-ovario (Lee et al., 1996). Por exemplo, a expresséo de
EGR1 na hipdfise anterior de ratas foi maior em proestro do que em diestro (Gajewska
et al., 2014), em associacdo temporal com o0 aumento da sintese da PRL hipofisaria
(Cabrera-Reyes et al., 2017) e o pico de PRL circulante que ocorre nessa fase
especifica (Smith; Freeman; Neill, 1975). Adicionalmente, a estimulagdo dos
receptores a e B para estradiol regulam o RNAmM de EGR1 em ratas ovariectomizadas
(Gajewska et al., 2014). Embora valha aqui a discusséo sobre as acdes diferentes dos
esteroides ovarianos em situagdo normal ou apds a castracao, tais achados indicam
diferencas dependentes das areas nervosas estudadas igualmente para o EGRL1.

Para a transducdo do sinal da PRL ap6s a ligacdo com o seu receptor
empregam-se JAK2 e STAT5 (Chilton; Hewetson, 2005). No MePD, a expresséo
génica de JAK2 e de STAT5A nédo apresentou diferencas entre grupos experimentais,
diferente do que foi encontrado para a expressédo do gene STAT5B, que apresentou
maior expressdo no hemisfério direito e influéncia da variacédo ciclica hormonal em
ratas. H4 PRL no MePD (Allen Institute for Brain Science, 2022) e a variacao da
expressao da STAT5B observada pode estar relacionada com a acdo da PRL nessa
regido para a modulacéo da atividade neural local, como ocorre no hipotalamo (Yip et
al., 2012) ou, como outra possibilidade, participar do mecanismo central de feedback
negativo mediado pela acdo da prépria PRL (Grattan et al., 2001). N&do h&d nenhum
dado desse tipo disponivel para o MePD até o presente momento na literatura.

Neste sentido, testamos também o papel da PRL no MePD na modulacéo do
comportamento sexual feminino. Para tanto, avaliou-se a receptividade sexual
feminina ao macho com a expressdo do comportamento de lordose, apresentado
pelos altos niveis circulantes de estrogénio, progesterona (Nelson, 1995) e de PRL
(Harlan; Shivers; Pfaff, 1983). Pela primeira vez se descreve que a microinjecao de
1puM/0,3uL ou 10p/0,3uL do antagonista da prolactina (Dell-9-G129R-hPRL)
apresentou uma diminuigdo na expressao do comportamento de lordose completa de
ratas em proestro quando comparada com as ratas que receberam o veiculo (solucéao
salina 0,9%). Ou seja, 0 bloqueio da acdo da PRL em seus receptores no MePD direito
gera efeito inibidor quando microinjetada trés horas antes de iniciar o ciclo escuro,
periodo do teste comportamental, e feita ao longo do pico fisiol6gico ciclico da PRL
circulatéria em ratas em proestro. O bloqueio mais intenso da expressao plena do
comportamento de lordose foi revertido parcialmente, a ponto de nédo ser mais

diferente estatisticamente dos valores do grupo controle, pela microinjecdo combinada
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do antagonista dos PRLR junto com PRL. Tais dados sdo uma nova peg¢a na
interpretacdo das acdes da PRL no tecido nervoso e se somam aos resultados prévios
de que a administracdo de PRL por via intracerebral estimula a ocorréncia de
comportamento sexual feminino (Harlan; Shivers; Pfaff, 1983). Um dos locais onde a
acdo da PRL pode ocorrer é o MePD e, dele, para sua circuitaria em relacdo ao
hipotalamo, cuja organizacéo dinamica é tal que isso somente deva ocorrer de forma
marcada em uma fase especifica do ciclo estral. A plasticidade envolvendo forma e
funcdo dos neurdnios do MePD direito de ratas se associa com a maior presenca de
sinapses inibitérias modulaveis em troncos dendriticos, dos espinhos dendriticos e
somaticos, e as diferencas de processamento sinaptico ciclicas com modificacdo na
dindmica entre excitacdo e inibicdo registradas eletrofisiologicamente em proestro
(Rasia-Filho et al., 2004, 2012; Brusco et al., 2014; Dalpian et al., 2019). A PRL no
MePD passa a ser componente deste arranjo da plasticidade neural para ajustar
precisamente o tempo da desinibicdo de comportamento sexual, ovulacdo e chance
de reproducédo da espécie.

Em um estudo, foi avaliado os niveis de PRL urinaria de fémeas e machos de
saguis cabeca de algodao, o qual esses niveis variavam de acordo com a quantidade
de comportamento sexual e do contato parenteral, confirmando a hipétese que tanto
a PRL quanto a ocitocina estdo envolvidas nestes comportamentos (Snowdon;
Ziegler, 2015). Dessa maneira, evidencia ainda mais o papel da PRL de possuir uma
grande influéncia na expressao do comportamento materno pés-parto, conforme ja foi
estudado na area pré-optica medial de camundongos (Brown et al., 2017). Todavia
ainda é desconhecido o efeito da PRL no comportamento materno no MePD de ratas,

sendo um topico extremamente relevante para ser estudado.



69

5 CONCLUSAO

Os presentes resultados indicam que o MePD tem expressao génica distinta
entre machos e fémeas, incluindo a variacao do ciclo estral, e com diferenca entre os
hemisférios cerebrais. Ha expressao génica de ERa, ERB, GPER1, KISS1, KISS1R,
PRGR, prolactina, PRLR curto e longo, EGR1, JAK2, STAT5A e STATS5B no
hemisfério direito e esquerdo do MePD de machos e de fémeas ao longo do ciclo
estral. Contudo, a expressao de ERa, PRL e STAT5B € maior em fémeas que em
machos. A expressdo de KISS1 é maior em machos do que em fémeas. A expressao
de GPER1 é maior em fémeas em diestro do que em proestro. H4 também diferencas
entre os hemisférios cerebrais, ora com maior expressao no lado direito, ou no lado
esquerdo, sugerindo também uma modulacéao lateralizada dos efeitos dos horménios
gonadais sobre os genes testados.

A PRL no MePD direito esta envolvida com a modulacdo do comportamento
sexual de lordose lombar de ratas em proestro, cuja magnitude fica reduzida com a
microinjecdo de antagonista dos PRLR localmente. Esse dado inédito evidéncia a
importancia da PRL no MePD direito na receptividade das ratas em proestro aos
machos, porém ainda precisa ser esclarecido se essa funcéo da PRL ¢ bilateral ou se
ocorre somente no hemisfério direito.

Os achados aqui descritos podem guiar novas pesquisas que possam
esclarecer ainda mais a influéncia de horménios sexuais, seus receptores e seus
mecanismos de sinalizacdo celular na fisiologia do comportamento sexual de

roedores.
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6 PERPECTIVAS

Além das linhas de pesquisa que podem ser desenvolvidas e que foram
contextualizadas neste trabalho, ainda € plausivel estudar a expressao proteica de
mecanismos intracelulares das ac¢des do estradiol, o que eles fazem efetivamente,
buscar etapas organizacionais da sinalizacdo intracelular, assim permitindo
compreender o que pode estar ocorrendo nesses neurdnios correlacionando com a
sua eletrofisiologia.

E estudar a acdo que a prolactina circulante apresenta no MePD esquerdo e
em ambos os hemisférios em relagdo com o comportamento sexual feminino. Estudar
gual a acao da prolactina no MePD de ambos os hemisférios cerebrais na modulacéo

do comportamento maternal em fémeas.
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8 ANEXO |

CEUA —COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA E ENSINO

1) PROTOCOLO N°: 248/18

2) DATA DO PARECER: 13/03/2019 Parecer 616/19

3) TITULO DO PROJETO:

Estudo sobre a amigdala medial postero-dorsal: variacdo na expressao génica de
receptores a e 3 para estradiol, progesterona, prolactina e gene de resposta ao
crescimento inicial-1 na de ratos e ratas ao longo do ciclo estral e a influéncia da
prolactina no comportamento de lordose nas ratas em proestro

4) PESQUISADOR RESPONSAVEL:

Alberto A. Rasia F°

5) RESUMO DO PROJETO:

6) OBJETIVOS DO PROJETO:



7) FINALIDADE DO PROJETO:

Ensino

8) ITENS METODOLOGICOS E ETICOS DO PROJETO:

Titulo

Introducéo

Objetivos

Relevancia e Justificativa

Materiais e Métodos

Cronograma para execug¢ao da pesquisa

Orcamento e fonte financiadora

Adequado

Adequada

Adequados

Adequados

Adequados

Adequado

Adequados
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Pesquisa

Comentarios

Comentérios

Comentarios

Comentarios

Comentarios

Comentarios

Comentarios
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Referéncias Bibliogréficas Adequadas | X | Comentérios

9) O PROJETO ESTA ADEQUADO A LEGISLACAO VIGENTE:

X | Sim Nao

10) INFORMACOES RELATIVAS AOS ANIMAIS:

Grau de dor/estresse: X E
B C D

Justifique:

Animais serédo submetidos a estereotaxia (analgesia e anestesia descritas no
projeto).

Espécie: Ratus norvegicus (linhagem Wistar) Numero 196
Amostral:
Reducao Amostral: Sim N&o
Justifique:

Falta determinagdo dos grupos amostrais no projeto.



Substituicdo de Metodologia:

Sim

Se achar necessario, justifique e sugira uma nova metodologia:

Aprimoramento da Metodologia:

Sim
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Nao

Se achar necessario, justifique e sugira aprimoramentos da metodologia:

Acomodacao e manutencéo dos animais:

X

Adequada

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias:

Manipulacdo dos animais:

X

Adequada

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias:

Analgesia dos animais (se aplicavel):

X

Adequada

Inadequada

Inadequada

Inadequada

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias com analgeésico

substituto:
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Anestesia dos animais (se aplicavel): X | Adequada Inadequada

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias com anestésico

substituto:

Eutanasia dos animais (se aplicavel): X | Adequada Inadequada

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias com metodologia

substituta:

Local de Realizac&o (Biotério/Labotarorio):

Outra instituicdo. Qual? Laboratorio de Fisiologia

11) CRONOGRAMA DE UTILIZACAO DE ANIMAIS

Data Espécie Sexo Quantidade
Exp 1 - 03/2019 Ratus norvegicus MeF 27e 79
Exp 2 — 05/2019 Ratus norvegicus MeF 10 e 80

12) RECOMENDAGCAO: As pendéncias deverdo ser respondidas em uma carta,
indicando as paginas do projeto que foram alteradas (nova versao), assinadas
pelo pesquisador responsavel.

X | Aprovado




Com Pendéncia

N&o aprovado

Data de inicio / / Data de Término / /

Comentarios gerais sobre o projeto:

Parecer final em 13 de marco de 2019: todas as solicitagdes foram atendidas,
de forma que o projeto esta APROVADO.
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9 ANEXO I

CEUA —COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA E ENSINO

1) PROTOCOLO N°: 248/18

2) DATA DO PARECER: 10/07/2019 Parecer
641/19

3) TITULO DO PROJETO:

Estudo sobre a amigdala medial postero-dorsal: variacao na expressao génica de
receptores a e  para estradiol, progesterona, prolactina e gene de resposta ao
crescimento inicial-1 na de ratos e ratas ao longo do ciclo estral e a influéncia da
prolactina no comportamento de lordose nas ratas em proestro

4) PESQUISADOR RESPONSAVEL:

Alberto A. Rasia F°

5) RESUMO DO PROJETO:

6) OBJETIVOS DO PROJETO:



7) FINALIDADE DO PROJETO:

Ensino

8) ITENS METODOLOGICOS E ETICOS DO PROJETO:

Titulo

Introducéo

Objetivos

Relevancia e Justificativa

Materiais e Métodos

Cronograma para execug¢ao da pesquisa

Orcamento e fonte financiadora

Adequado

Adequada

Adequados

Adequados

Adequados

Adequado

Adequados
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Pesquisa

Comentarios

Comentérios

Comentarios

Comentarios

Comentarios

Comentarios

Comentarios
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Referéncias Bibliogréficas Adequadas | X | Comentérios

9) O PROJETO ESTA ADEQUADO A LEGISLACAO VIGENTE:

X | Sim Nao

10) INFORMACOES RELATIVAS AOS ANIMAIS:

Grau de dor/estresse: X E
B C D

Justifique:

Animais serédo submetidos a estereotaxia (analgesia e anestesia descritas no
projeto).

Espécie: Ratus norvegicus (linhagem Wistar) Numero 196
Amostral:
Reducao Amostral: Sim N&o
Justifique:

Falta determinagdo dos grupos amostrais no projeto.



Substituicdo de Metodologia:

Sim

Se achar necessario, justifique e sugira uma nova metodologia:

Aprimoramento da Metodologia:

Sim
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Nao

Se achar necessario, justifique e sugira aprimoramentos da metodologia:

Acomodacado e manutencéo dos animais:

X

Adequada

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias:

Manipulacdo dos animais:

X

Adequada

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias:

Analgesia dos animais (se aplicavel):

X

Adequada

Inadequada

Inadequada

Inadequada

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias com analgésico

substituto:
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Anestesia dos animais (se aplicavel): X | Adequada Inadequada

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias com anestésico

substituto:

Eutanasia dos animais (se aplicavel): X | Adequada Inadequada

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias com metodologia

substituta:

Local de Realizac&o (Biotério/Labotarorio):

Outra instituicdo. Qual? Laboratorio de Fisiologia

11) CRONOGRAMA DE UTILIZACAO DE ANIMAIS

Data Espécie Sexo Quantidade
Exp 1 - 03/2019 Ratus norvegicus MeF 27e 79
Exp 2 — 05/2019 Ratus norvegicus MeF 10e80-30e 120

(em 10/07/2019)

12) RECOMENDACAO: As pendéncias deverdo ser respondidas em uma carta,
indicando as paginas do projeto que foram alteradas (nova verséo), assinadas
pelo pesquisador responsavel.
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Aprovado

X | Com Pendéncia

N&o aprovado

Data de inicio / / Data de Término / /

Comentarios gerais sobre o projeto:

Prezados autores, favor responder aos seguintes questionamentos/observacoes
levantadas pelo colegiado do CEUA:

1.
2.

Sugere-se objetivar e reduzir o titulo (que apresenta erros de sintaxe).
Definir e apresentar no formulario e no projeto quais serdo 0s grupos
amostrais; com base nisto, revisar o tamanho amostral para cada grupo e
experimento, pois o tamanho amostral final de ambos os experimentos nao
fecha com os critérios definidos de calculo de tamanho amostral pelos
autores.

Revisar lista de referéncias; as referéncias relativas ao calculo de tamanho
amostral ndo estédo na listagem, o que dificulta a analise se esta é pertinente
ao calculo do experimento em si, pois a descricdo no projeto em relacédo ao
objeto de calculo (“expressao génica”) é vaga.

Solicita-se a inclusédo no projeto dos oligonucleotideos que serdo utilizados no
estudo.

Sobre descartes de carcacas, a RDC 306 foi revogada e substituida pela
RDC 222. Favor corrigir projeto e formulario.

Parecer final em 15 de marco de 2019: todas as solicitagdes foram atendidas,

de forma que o projeto estd APROVADO.
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Parecer apds envio de emenda com solicitacdo de inclusé&o de novos grupos
amostrais (para curva dose-resposta), resultando na solicitacdo de mais 40
fémeas e 20 machos, em 10 de julho de 2019: as consideracdes foram analisadas
e a solicitacao foi atendida, de maneira que a emenda foi APROVADA em reunido da

CEUA.



