UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA

PARTICIPACAO DO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL E PERIFERICO NO
DESENVOLVIMENTO DA SINDROME DOS
OVARIOS POLICISTICOS INDUZIDA POR

ESTRESSE EM RATAS

Marcelo Picinin Bernuci

Ribeirdo Preto

2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



MARCELO PICININ BERNUCI

PARTICIPACAO DO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL E PERIFERICO NO
DESENVOLVIMENTO DA SINDROME DOS
OVARIOS POLICISTICOS INDUZIDA POR

ESTRESSE EM RATAS

Tese apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto da Universidade de S&do Paulo para obtencido do

titulo de Doutor em Ciéncias
Area de concentracao: Fisiologia

Orientadora: Prof®. Dr. Janete A. Anselmo Franci

Ribeirdo Preto

2010



RESUMO

O estresse cronico por frio induz alteragdes morfofuncionais ovarianas em ratas semelhantes
aquelas relatadas na sindrome dos ovarios policisticos (SOP) humana. Aumento na secrec¢do de
horménios esterdides induzido pela hiperativacdo dos nervos simpdticos ovarianos em
resposta ao estresse tem sido sugerido como fator etiolégico da SOP experimental. Como a
lesdo do locus coeruleus (LC) bloqueia o surgimento da SOP induzida por estresse,
pretendemos neste estudo avaliar o papel do LC no controle da atividade simpatica ovariana
durante a instalacdo do quadro de SOP. Para isso foi avaliado: a) o efeito da lesdo do LC na
atividade simpdtica e enddcrina ovariana apés 8 semanas de estresse por frio, b) altera¢des na
atividade do LC, na atividade simpatica e enddcrina ovariana apds o estresse por frio agudo ou
cronico intermitente por 4 ou 8 semanas. A lesdo do LC reduziu a atividade simpdtica e
secrecdo de estradiol no ovario de ratas submetidas a 8 semanas de estresse. O estresse por
frio agudo e cronico de 4 semanas aumentou atividade do LC e do sistema nervoso simpdtico
ovariano, enquanto 8 semanas de estresse diminuiu ambas atividades. Aumentos significativos
nas concentra¢cées plasmadticas de estradiol, testosterona e progesterona sé foram
encontrados apds 8 semanas de estresse, quando os ovarios apresentaram sinais morfolégicos
tipicos da SOP. A inibicdo da atividade simpadtica no ovario das ratas estressadas com lesdo do
LC e o semelhante perfil de atividade do LC e do sistema nervoso simpatico ovariano em
resposta aos diferentes paradigmas de estresse sugerem um envolvimento do sistema nervoso
central e periférico nas alteracdes morfofuncionais ovarianas relacionadas com o
desenvolvimento da SOP. Assim, a atividade simpdtica ovariana sob o controle do LC parece
desempenhar um importante papel na génese da SOP induzida pelo estresse por alterar o

desenvolvimento folicular e secrecdo de esterdides ovarianos.

Palavras-chave: Locus coeruleus; estresse; ovdrios policisticos; noradrenalina.



ABSTRACT

Repeated cold stress leads to ovarian morphologic and endocrine abnormalities in rats similar
to those related to the human polycystic ovary (PCO) syndrome. Increased steroid secretion
during cold stress-induced ovarian sympathetic activation has been suggested as the main
cause of PCO. As the locus coeruleus (LC) lesion prevents cold stress-induced PCO, the aim of
this study was to analyze the role of LC in the control of ovarian sympathetic activity during the
development of PCO. For this we evaluated: a) the LC lesion effect upon ovarian sympathetic
and endocrine activities in rats exposed to 8 weeks of repeated cold stress, b) temporal
changes in the activity of LC and ovarian sympathetic and endocrine functions in rats exposed
to a single or repeated cold stress during 4 or 8 weeks. The LC lesion reduced the sympathetic
activity and estradiol release in the ovary of 8 weeks cold-stressed rats. Single and 4 weeks of
stress increased LC and ovarian sympathetic activities, whereas 8 weeks of stress decreased
both. Four weeks of stress tended to increase plasma estradiol, testosterone and
progesterone, and higher levels of these hormones were found after 8 weeks of stress, when
ovaries displayed typical PCO morphology. The decreased sympathetic activity in the ovary of
LC-lesioned rats after 8 weeks of repeated cold stress and the temporal pattern of activation of
LC neurons and sympathetic terminals in the ovary suggests a role for central and peripheral
nervous system in the development of long-lasting endocrine abnormalities related to the
PCO. Thus, ovarian sympathetic activity under LC control seems to play a role in the genesis of

stress-induced PCO by disrupting follicular development and steroid secretion.

Key-words: Locus coeruleus; stress; polycystic ovary; noradrenaline.
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Introducdo
A sindrome dos ovdrios policisticos

Reconhecida como principal causa de infertilidade feminina, afetando
aproximadamente 7% das mulheres em idade reprodutiva (Azziz, Woods et al.,
2004;March, Moore et al., 2010), a sindrome dos ovarios policisticos (SOP) ¢ uma
desordem complexa com manifesta¢des clinicas diversas e caracterizada por distlrbios
menstruais, hirperandrogenismo e ovarios policisticos (Chang, 2007). A presenca de
resisténcia a insulina e obesidade em cerca de 60% das pacientes diagnosticadas com
SOP (Legro, Castracane et al., 2004) amplifica a severidade desta desordem e predispde
as portadoras a desenvolverem diabetes tipo 2 (Ehrmann, Barnes et al., 1999), sindrome
metabolica (Ehrmann, Liljenquist et al., 2006) e doenga cardiovascular (Carmina,
2009). Além disso, a persisténcia das alteracdes metabolicas somado ao quadro de
infertilidade cronica compromete a qualidade de vida das pacientes e propicia o
surgimento de disturbios psicologicos bem como sintomas de depressao (Himelein and

Thatcher, 2006;Jedel, Waern et al., 2010).

Embora a associacdo entre ovarios policisticos, hirsutismo e anovulacdo date a
mais de 70 anos, quando Stein e Leventhal descreveram pela primeira vez a SOP, os
critérios para o diagnostico desta desordem ainda permanecem em discussao (Stein and
Leventhal M, 1935). Em 1992, o Instituto Nacional de Satde (NIH) dos Estados Unidos
sugeriu que apenas a presenga de anovulacdo (oligomenorréia ou amenorréia) e sinais
de hiperandrogenismo (hirsutismo, acne, alopecia) eram suficientes para o diagnostico
da SOP (Zawadski and Dunaif, 1992). Posteriormente, um consenso entre a Sociedade
Européia de Reprodu¢do Humana e a Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva,
conhecido como “Consenso de Roterdam”, estabeleceu que o diagndstico da SOP
depende da presenca de pelo menos dois dos seguintes critérios: a) ovarios com
caracteristicas policisticas, b) hiperandrogenismo e c) anovulacdo, com a exclusdo de
outras causas (The Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus Workshop
Group, 2004). Segundo a Sociedade de Excesso de Androgenos e SOP, os distirbios
metabolicos da SOP s3o mais pronunciados em pacientes hiperandrogénicas do que
aquelas sem sinais evidentes de hiperandrogenismo sugerindo que os critérios para o
diagnostico da SOP devem se restringir a presenga de hiperandrogenismo (hirsutismo
clinico ou sinais bioquimicos de hiperandrogenemia, ou ambos) e disfun¢do ovariana

(oligo/ anovulagdo ou ovarios policisticos, ou ambos) apds a exclusdo de outras causas



de excesso de androgenos ou desordens correlacionadas (Azziz, Carmina et al., 2009).
Este conceito coloca em debate a labilidade criteriosa do Consenso de Roterdam e
sugere que pacientes ndo-hiperandrogénicas que apresentam ovarios com caracteristicas
policisticas e disturbios menstruais ndo devem ser diagnosticas como portadoras da

SOP.

Levando em conta a heterogeneidade das manifestacdes clinicas e metabolicas da
SOP, ndo se pode reduzir a expressdo dessa sindrome a um uUnico fator etiologico.
Inumeras pesquisas tém sido realizadas na tentativa de se detectar em que nivel do eixo
hipotadlamo-hipo6fise-ovario ocorre a alteragcdo primaria que leva ao desequilibrio hormonal
presente nessa patologia. No entanto, os resultados destas pesquisas tém se mostrado ainda
inconsistentes. Tradicionalmente, a SOP pode ser considerada como resultado de um “ciclo
vicioso”, o qual pode ser iniciado por: a) uma alteragdo neuroendocrina primdria que leva a
um aumento na freqiiéncia e na amplitude dos pulsos do hormoénio luteinizante (LH),
principal responsdvel pela estimulacdo da sintese e secrecdo de esterdides pelas células da
teca, cujo aumento plasmatico estd positivamente correlacionado com os niveis aumentados
de androgenos plasmaticos (Waldstreicher, Santoro et al., 1988); b) uma anormalidade
intrinseca na esteroidogénese ovariana que leva a um aumento exagerado na secrecao
androgénica (Nelson, Legro et al., 1999) e/ou ¢) um defeito na acdo da insulina que leva a
hiperinsulinemia e resisténcia a insulina, ambos associados com aumentos na atividade

androgénica (Dunaif, 1997).

De forma geral, o papel da hiperinsulinemia na fisiopatologia da SOP se deve
principalmente pela acdo sinérgica da insulina com o hormoénio luteinizante (LH) na
secrecdo de andrégenos ovarianos (Nestler, 1997) e na supressdo da producdo hepatica de
globulinas carreadoras de esterdides sexuais (Plymate, Matej et al., 1988) promovendo
aumentos cronicos nas concentracdes plasmaticas de androgenos. Os andrégenos por sua
fez podem aumentar sua propria secrecdo estimulando diretamente as células da teca no
ovario (Vendola, Zhou et al., 1998;Weil, Vendola et al., 1998) ou indiretamente via LH,
uma vez que a exposicdo cronica a altos niveis plasmaticos de androgenos altera o controle
de retroalimentagdo negativa exercido pelos esterdides ovarianos na secrecdo de
gonadotrofinas (Pastor, Griffin-Korf ez al., 1998;Eagleson, Gingrich et al., 2000). Todas
essas alteragdes sdo provavelmente moduladas por fatores genéticos e ambientais e levam a
um resultado final comum de producdo excessiva de androgenos pelos ovarios (Franks,

1995).



Estresse e sindrome dos ovarios policisticos

Reconhecidamente, estresses cronicos alteram a secrecdo normal de
gonadotrofinas e desestabilizam a funcionalidade do eixo hipotdlamo-hip6fise-ovario
culminando com o aparecimento de sérios quadros de anovulacdo cronica (Kaplan and
Manuck, 2004;Kalantaridou, Makrigiannakis et al., 2004;Genazzani, 2005). O
envolvimento do estresse na etiologia da SOP s6 foi sugerido apds a descoberta da
participacdo direta do sistema nervoso simpatico, um dos principais componentes
envolvidos na modulagdo das repostas fisiologicas ao estresse, no desenvolvimento

folicular e secrecao de esterdides gonadais (Greiner, Paredes et al., 2005).

Aumentos no conteido de noradrenalina no ovario de ratos submetidos a 4
semanas de estresse por frio, um potente ativador do sistema nervoso simpatico (Pacak
and Palkovits, 2001), tem sido associado ao desenvolvimento de foliculos antrais com
hipertrofia da camada de células da teca, geralmente encontrados no ovario de mulheres
com SOP (Dorfman, Arancibia et al., 2003). No entanto, o surgimento de multiplos
cistos ovarianos bem como hiperandrogenemia, caracteristicas comuns a SOP humana,
sO ocorrem apos 8 semanas de estresse cronico e intermitente por frio (Bernuci, Szawka
et al., 2008). Neste mesmo estudo foi mostrado também que a lesdo do locus coeruleus,
um ntcleo noradrenérgico pontino envolvido no controle das respostas autondmicas
durante situagdes de estresse (Valentino, Foote ef al., 1993), previne o desenvolvimento
da SOP experimental, o que sugere uma participacdo chave do sistema nervoso central

na regulacdo da atividade dos nervos simpaticos ovarianos.

Aumentos da atividade simpdtica periférica estdo intimamente associados com

alteracoes no desenvolvimento folicular e secre¢dao de esterdides em ratos tratados com

valerato de estradiol, conhecido por aumentar os niveis intraovarianos do fator de

crescimento neural (NGF) (Lara, Dissen et al., 2000) e facilitar o surgimento de cistos

foliculares (Lara, Ferruz et al, 1993). A restauracdo da resposta esteroidal normal e a

retomada da capacidade ovulatéria apds a remocdo cirurgica da inervacdo simpdtica

ovariana nestes animais (Barria, Leyton et al., 1993), bem como a inducdo de cistos

ovarianos pela administracdo in vivo do agonista (-adrenérgico, isoproterenol (Lara,

Dorfman et al., 2002), suporta a hipotese de um envolvimento direto do sistema nervoso

simpatico na manuten¢do e desenvolvimento da SOP experimental.



Em humanos, aumentos da atividade dos nervos simpaticos periféricos estao
positivamente correlacionados com aumentos plasmaticos de testosterona em pacientes
diagnosticadas com SOP (Sverrisdottir, Mogren et al., 2008). Além disso, os ovarios de
mulheres portadoras da SOP apresentam uma maior densidade de fibras nervosas
catecolaminérgicas quando comparados com mulheres normais de mesma idade
(Semenova, 1969;Heider, Pedal et al., 2001) bem como niveis aumentados de NGF
(Dissen, Garcia-Rudaz et al., 2009). Todos estes achados somados ao fato de que o
exercicio fisico e acupuntura diminuem a atividade simpdtica periférica e melhoram o
quadro de SOP (Stener-Victorin, Jedel et al., 2008;Stener-Victorin, Jedel et al.,
2009;Manneras, Cajander et al., 2009) sugerem que aumentos da atividade simpatica

periférica possam também contribuir para o desenvolvimento da SOP humana.
A inervagdo simpdtica ovariana

A inervagdo simpatica do ovario desempenha importante papel na regulacao de
especificas funcdes ovarianas, como esteroidogénese e foliculogénese (Aguado,
Petrovic et al., 1982;Aguado, 2002;Mayerhofer, Dissen et al., 1997;Ricu, Paredes ef al.,
2008). A noradrenalina ¢ o principal neurotransmissor envolvido neste controle, uma
vez que a maioria das fibras simpaticas presentes no tecido ovariano sdo
noradrenérgicas (Jacobowitz and Wallach, 1967;Ben-Jonathan, Arbogast et al., 1984) e
reconhecidamente capaz de aumentar a secrecdo de androgenos em bidpsias de ovario

humano incubadas in vitro (Lara, Porcile et al., 2001).

Na mulher, as fibras pos-ganglionares simpdticas que inervam o ovario se
originam dos corpos celulares neuronais do ganglio ovariano, o qual estd localizado
proximo a origem da artéria ovariana, bem como dos corpos celulares do ganglio
celiaco e plexo renal (Baljet and Drukker, 1982). Em roedores, esta inervagdo se da por
duas vias: a) o nervo do plexo ovariano, que trafega ao longo da artéria ovariana cujas
fibras sdo quase que exclusivamente perivasculares e b) o nervo ovariano superior, que
estd associado ao ligamento suspensério do ovario com fibras que inervam
preferencialmente os componentes secretorios do ovario, tecido intersticial e foliculos

(Klein and Burden, 1988).

Técnicas neuromorfologicas de marcacao transneuronal t€ém demonstrado que os
corpos celulares pré-ganglionares simpaticos destes terminais ovarianos se encontram
agrupados na coluna intermediolateral da medula espinal e recebem aferéncias de

diversas areas do sistema nervoso central (Gerendai, Toth ef al., 1998). Estas aferéncias



incluem os grupamentos celulares noradrenérgicos pontinos, sendo um deles o locus
coeruleus (LC) e outras regides cerebrais como o nicleo paraventricular do hipotalamo

(PVN) (GERENDAI, KOCSIS ET AL., 2002;GERENDAI, TOTH ET AL., 2009).

Controle da atividade simpdtica ovariana durante o estresse

A participagdao do LC no controle das fun¢des autondmicas se deve as projegdes
deste nucleo diretamente (neurdnios de terceira ordem) para neurdnios simpaticos pré-
ganglionares na coluna intermédio lateral da medula espinal ou indiretamente para
outros nucleos cerebrais envolvidos neste controle, como o PVN (Samuels and Szabadi,
2008b;Samuels and Szabadi, 2008a). Classicamente, o LC e o PVN, possuem um papel
central na regulacdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal e sistema nervoso simpatico
durante a modulagdo das respostas evocas pelo estresse (Valentino, Foote et al.,
1993;Chrousos, 1992) inclusive pelo estresse por frio (Jedema, Finlay et al., 2001;Jiang,
Guo et al., 2004;Ma and Morilak, 2005). Além disso, o estresse por frio ¢ capaz de
induzir aumentos na expressdo do RNA mensageiro do hormoénio liberador de
tireotrofina (TRH) nos neurdnios magnocelulares do PVN concomitantemente a
alteracdes na atividade simpdtica ovariana (Fiedler, Jara et al., 2006), sugerindo
fortemente um envolvimento do sistema nervoso central no controle da atividade dos

nervos simpaticos que se projetam para o ovario durante situacdes de estresse.

Considerando as evidéncias de que: a) o LC mantém conexdes diretas ou
indiretas com o ovario via sistema nervoso autdonomo; b) existem conexdes anatomicas
e funcionais reciprocas entre 0 PVN e o LC; ¢) ha uma via descendente PVN-medular
provavelmente responsavel pela ativagdo simpatica ovariana em resposta ao estresse por
frio e d) a lesdo do LC previne o desenvolvimento da SOP induzida pelo estresse por
frio, a hipotese deste trabalho ¢ de que a ativacdo dos neurdnios do LC pelo estresse por
frio resulta em ativa¢do da via simpdtica descendente medular que se projeta para o
ovario desencadeando alteragdes no desenvolvimento folicular e secrecdo de esterdides

gonadais necessarias para a instalacdo do quadro de SOP.

Como até o momento nao ha nenhuma evidéncia de uma relagdo funcional entre a
atividade dos neuronios do LC e do sistema nervoso simpatico ovariano € secre¢ao
hormonal durante o desenvolvimento da SOP, objetivamos neste estudo investigar o

papel do sistema nervoso central e periférico no desenvolvimento da SOP induzida pelo



estresse avaliando parametros funcionais da atividade do LC e sistema nervoso
simpatico ovariano. A importancia deste estudo reside na sua contribuicdo para o
melhor entendimento da complexa relacdo entre estresse, alteracdes no desenvolvimento

folicular e secrecdo de esteroides na patofisiologia da SOP.

Objetivos

2.1. Objetivo geral:

Avaliar o papel do LC no controle da atividade simpética ovariana durante o

desenvolvimento da SOP induzida pelo estresse por frio em ratas.

2.2. Objetivos especificos:

2.2.1.  Verificar o efeito da lesdo do LC na atividade simpética ovariana e na
resposta esteroidal do ovério a estimulagdo gonadotrofica em ratas

submetidas a 8 semanas de estresse por frio;

2.2.2. Correlacionar as variagdes na atividade dos neuronios do LC, na atividade
simpdatica ovariana, nas concentracdes plasmaticas de esterdides ovarianos
e gonadotrofinas com as alteracdes morfologicas nos ovarios de ratas
submetidas ao estresse por frio agudo ou crdnico intermitente durante 4 ou

8 semanas;

2.2.3.  Verificar o efeito do estresse cronico e intermitente por frio durante 8

semanas na resposta esteroidal ovariana a estimulagao f3-adrenérgica.

Materiais e Métodos

3.1. Planejamento experimental



Experimento 1: Efeito do estresse por frio crénico e intermitente por 8 semanas e da

lesdo do LC sobre a atividade simpatica ovariana e a liberagdo in vitro de estradiol
induzida por gonadotrofina.

O objetivo deste experimento foi o de avaliar o papel do LC na atividade do
sistema nervoso simpatico ovariano e responsividade ovariana a estimulacdo
gonadotrofica apos o estresse por frio cronico e intermitente durante 8 semanas. Ratas
com ciclos estrais regulares foram submetidas a lesdo eletrolitica bilateral do LC (grupo
lesdo do LC) ou a operacdo ficticia (grupo sham) ou entdo ndo sofreram nenhuma
manipulacdo do SNC (grupo intacto). Transcorridos 7 dias, os animais foram divididos
em 3 grupos: intacto (n = 6), sham (n =5), e lesdo do LC (n = 6) e submetidos a sessoes
repetidas de estresse por frio (3h/dia) durante 8 semanas. Ratas controle, mantidas em
temperatura ambiente, também foram divididas em grupos: intacto (n = 6), sham (n =
6), e lesdo do LC (n = 5). Amostras do esfregago vaginal foram tomadas diariamente
para verificar o ciclo estral. Imediatamente ap6s o final da sessdo de estresse no dia do
estro, os animais foram anestesiados e perfundidos transcardiacamente. Antes da
perfusdo, o ovario esquerdo foi dividido em 2 partes. Em uma parte foram realizadas as
dosagens de noradrenalina (NA) e seu metabodlito, 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol
(MHPG), por cromatografia liquida de alta performance com detec¢do eletroquimica
(HPLC-ED), e na outra parte foi avaliada a liberagdo in vitro de estradiol apds
incubagdo com gonadotrofina coridnica humana (hCG). Apods a perfusdo, o tronco
encefalico dos animais do grupo lesdo do LC foi retirado para analise histologica da

localizacao da lesao.

Experimento 2: Efeito do estresse por frio agudo e cronico intermitente por 4 e 8

semanas sobre a atividade simpdtica ovariana e os niveis plasmaticos de
gonadotrofinas e horménios esteroides.

O objetivo deste experimento foi o de verificar se as variagdes na atividade do
sistema nervoso simpatico ovariano € nos niveis ovarianos da proteina tirosina
hidroxilase (TH) e do fator de crescimento neural (NGF) apos o estresse por frio agudo
ou cronico intermitente durante 4 ou 8 semanas estavam correlacionadas com as
variagdes nos niveis plasmaticos de hormonios esterdides ovarianos e gonadotrofinas
durante o desenvolvimento da SOP. Ratas com ciclos estrais regulares foram

submetidas ao estresse agudo (EA, n = 5) ou cronico intermitente durante quatro (EC-



48, n = 5) ou oito (EC-8S, n = 5) semanas. Animais do grupo controle (C, n = 6) foram
mantidos em temperatura ambiente. Amostras do esfregaco vaginal foram tomadas
diariamente para verificar o ciclo estral. Para se evitar um possivel efeito do anestésico
na atividade simpdtica ovariana bem como nas concentracdes plasmdticas dos
hormdnios esterdides, os animais foram decapitados imediatamente apds o final da
sessdo de estresse no dia do estro, e os ovarios e uma amostra de sangue coletados. No
ovario esquerdo, as concentragdes de noradrenalina e MHPG foram determinadas por
HPLC-ED. O ovario direito foi dividido em 2 partes; em uma parte foi determinada as
concentragdes de NGF por ensaio imuno-enzimatico (ELISA), e na outra parte foi
avaliado a expressdo de TH por western blotting. As concentragcdes plasmaticas de LH,

FSH, testosterona, estradiol e progesterona foram determinados por radioimunoensaio

(RIA).

Experimento 3: Efeito do estresse por frio agudo e cronico intermitente por 8 semanas

sobre a atividade dos neuronios do LC

O objetivo deste experimento foi o de avaliar a atividade dos neurdénios do LC
pela andlise da expressdo de FRA (Fos-related antigens), reconhecido indicador de
aumento ou queda de atividade neuronal, apos o estresse por frio agudo ou cronico
intermitente durante 8§ semanas. Ratas com ciclos estrais regulares foram submetidas a
uma unica sessdo de estresse, (estresse agudo: EA, n = 4) ou a sessdes de estresse
cronico intermitente durante oito semanas (EC-8S, n = 4). Animais do grupo controle (n
= 4) foram mantidos em temperatura ambiente. Amostras do esfregaco vaginal foram
tomadas diariamente para verificar o ciclo estral. Imediatamente apos o final da sessdo
de estresse no dia do estro, os animais do grupo controle e experimental foram
anestesiados, perfundidos transcardiacamente e os cérebros removidos e congelados
para processamento imunohistoquimico. Sec¢des coronais de 20 um da extensao rostro-
caudal do LC foram obtidas em criostato e processadas imunohistoquimicamente para
dupla marcacdo de FRA e TH. O nimero de neurdnios imunorreativos (IR) para TH

expressando FRA foi determinado bilateralmente no LC.

Experimento 4: Efeito do estresse por frio agudo e cronico intermitente por 4 e 8
semanas sobre a atividade dos neuronios do LC, morfologia ovariana e resposta

esteroidal ovariana a estimulagdo [-adrenérgica



O objetivo deste experimento foi o de verificar se aumentos na atividade dos
neurdnios do LC, mostrados pela expressdo da proteina c-Fos, eram acompanhados por
variagdes na morfologia ovariana relacionadas com o desenvolvimento da SOP apoés o
estresse por frio agudo ou cronico intermitente durante 4 ou 8 semanas bem como
avaliar a responsividade ovariana a estimulagdo f-adrenérgica ap6s o estresse por frio
cronico e intermitente durante 8§ semanas. Ratas com ciclos estrais regulares foram
submetidas ao estresse agudo (EA, n = 5) ou cronico intermitente durante quatro (EC-
48, n = 5) ou oito (EC-8S, n = 5) semanas. Animais do grupo controle (n = 6) foram
mantidos em temperatura ambiente. Amostras do esfregaco vaginal foram tomadas
diariamente para verificar o ciclo estral. Imediatamente ap6s o final da sessdo de
estresse no dia do estro, os animais do grupo controle e experimental foram
anestesiados, perfundidos transcardiacamente e os cérebros removidos e congelados
para processamento imunohistoquimico. Antes da perfusdo, o ovario direito foi
removido e processado para andlise histologica. O ovario esquerdo dos animais do
grupo EC-8S foi incubado in vitro para avaliar a resposta esteroidal ovariana a
estimulacdo B-adrenérgica. Secg¢des coronais de 20 pm da extensdo rostro-caudal do LC
foram obtidas em criostato e processadas imunohistoquimicamente para dupla marcagao
de c-Fos e TH. O nimero de neurdnios imunorreativos (IR) para TH expressando c-Fos

foi determinado bilateralmente no LC.

3.2. Animais

Foram utilizadas ratas Wistar adultas provenientes do Biotério Central do
Campus da USP de Ribeirdo Preto, mantidas individualmente em caixas plasticas (30 x
19 x 13 cm), em um ambiente com temperatura (24 = 0,5°C), luz (12h claro/12h escuro;
luzes acesas as 6:00h) e exaustao (27 trocas do volume do ar da sala/ hora) controladas,
com 4gua e racdo ad libitum. No dia da eutandsia os animais pesavam 350-370 g (15-16
semanas de idade). Os protocolos utilizados no experimento 1 foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Protocolo N° 060/2004 e os referentes aos experimentos 2, 3 e 4 aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Campus da USP de Ribeirio Preto, Protocolo

N°09.1.1389.53.0.



3.3. Ciclo estral

O esfregago vaginal foi colhido diariamente e analisado a fresco no microscopio
optico. Somente ratas que possuiam pelo menos trés ciclos estrais regulares e
consecutivos de quatro dias foram utilizadas nos experimentos. O ciclo estral foi

acompanhado diariamente durante todo o periodo estudado em todos os experimentos.

3.4. Anestesia e cuidados pos-operatorios

Tanto para as cirurgias estereotaxicas quanto para a perfusdo, os animais foram
anestesiados com uma solugdo de ketamina 10% (Cloridato de ketamina, Agner, S@o
Paulo; 55 mg/Kg peso corporal, i.p.) e xilasina 2% (Coopazine®, Coopers, Sao Paulo;
10 mg/Kg peso corporal, i.p.). Apds a cirurgia esterotaxica, os animais receberam uma
dose profilatica de antibidtico (pentabi(')tico®, Fort Dodge Ltda; 0,2 mL/animal, i.m.) e
de um analgésico e antiinflamatorio ndo-esteroidal (Banamine®, Schering-Plough, S/A;

2,5 mg/Kg peso corporal, s.c.).

3.5. Lesao eletrolitica do LC

Os animais tiveram a parte superior da cabeca depilada e entdo foram adaptados
no estereotaxico. Apds a assepsia foi feita uma incisdo longitudinal na pele e tecido
celular subcutaneo, isolado o peridsteo e trepanada a abdbada craniana com o auxilio de
uma broca esférica no local adequado para a introducdo do eletrodo. Um eletrodo
monopolar de aco inoxidavel com 0,2 mm de didmetro, isolado em toda sua extensdo
com a excecao da ponta, foi introduzido utilizando-se as seguintes coordenadas: dngulo
do eletrodo: 15 graus com a vertical (sentido postero-anterior); antero-posterior: 3,3 mm
posterior a sutura lambdoide; lateral: 1,2 mm de cada lado da sutura longitudinal;
vertical: 6,8 mm abaixo da calota craniana. A lesdo foi realizada bilateralmente pela
utilizacdo de um gerador de corrente continua aplicando-se uma corrente anddica de

ImA durante 10 segundos. Apds a lesdo, o eletrodo foi retirado e a pele suturada.

3.6. Cirurgia ficticia (Sham)



Na cirurgia ficticia foram realizados todos os procedimentos acima descritos
para lesdao do LC, exceto que o eletrodo foi introduzido 2 mm acima da coordenada

vertical (4,8 mm abaixo da calota craniana), sem aplicacdo de corrente.

3.7. Estresse

As ratas submetidas ao estresse foram transportadas em suas caixas individuais
as 9:00 horas até uma camara fria, a 4° C e ai permaneceram durante 3 horas/dia, 05
dias/semana. Ratas do grupo EA foram submetidas a apenas uma sessdo de estresse, €
aquelas dos grupos EC-4S e EC-8S submetidas a sessdes repetidas de estresse por 4 ou
8 semanas, repectivamente. As ratas controle foram movidas a uma localizacdo proxima
da camara fria, e retornaram a seu local de origem ap6s 3 horas (Dorfman, Arancibia et

al., 2003;Bernuci, Szawka et al., 2008).

3.8. Coleta de amostras sanguineas

Imediatamente apos a ultima sessdo de estresse os animais do experimento 2
foram rapidamente decapitados e uma amostra de sangue foi coletada do tronco do
animal em tubos heparinizados. O sangue foi centrifugado a 1200 g durante 15 minutos
a 4 °C e o plasma separado e estocado a -20 °C até o momento das dosagens por

radioimunoensaio.

3.9. Incubacio in vitro

A resposta esteroidal ovariana a estimulagdo gonadotropica foi determinada pela
liberagdo in vitro de estradiol na presenga de gonadotrofina coridonica humana (hCG) ou
do veiculo (experimento 1). A resposta esteroidal ovariana a estimulacdo -adrenérgica
foi determinada pela liberagdo in vitro dos esterdides ovarianos na presenca de
isoproterenol, um conhecido agonista dos receptores adrenérgicos do tipo ., ou do
veiculo (experimento 4), como previamente descrito (Sosa, Casais et al., 2000). De
modo geral, os ovarios esquerdos foram divididos em 2 partes, cada parte foi pesada e
pré-incubada separadamente com o tampdo bicarbonato Krebs-Ringer (pH 7.4),
contendo 0.1 mg/mL de glicose e 0.1 mg/mL de albumina por 30 minutos a 37 °C em

uma atmosfera de 95% O,/ 5% CO,. Apds o periodo de pré-incubagio, uma parte do



ovario foi incubada com 2 mL do tampao (grupo Veiculo) e a outra parte com o mesmo
volume do tampado contendo 2.5 IU de hCG (Ferring Gmbh, Kiel, Germany; grupo
hCG) ou 10 uM de isoproterenol (Sigma, St Louis, USA; grupo ISO). O meio de
incubacdo foi coletado ap6s 3 horas e as concentracdes de estradiol, testosterona e
progesterona foram determinadas por RIA. Os dados foram normalizados pelo peso do
tecido e a resposta esteroidal ovariana ao hCG foi expressa em relagdo a liberagdao de

estradiol do grupo veiculo.

3.10. Perfusio e obteng¢ao dos cortes do LC para imunohistoquimica

As ratas foram perfundidas, através da artéria aorta ascendente, com 50 mL de
tampao fosfato salina 0,01M (PBS 0,01M: tampao fosfato 0,01M, pH 7,4; NaCl 145
mM e KCl 2,15 mM) contendo heparina (5UI/mL) a temperatura ambiente, seguido de
300 mL de paraformaldeido 4% em tampao fosfato(PB) 0,1M (PFA 4%) a 4°C. Apds a
perfusdo, os cérebros foram pos-fixados em PFA 4% por 2 horas a 4°C e crioprotegidos
em sacarose 30% diluida em PB 0,1M a 4°C. Apo6s a crioproteg¢do, os cérebros foram
congelados em iso-pentano (Riedel-deHaén, Seelze, Germany), a uma temperatura entre
-45 e -50°C, por 1 minuto. Logo apds o congelamento, os cérebros foram armazenados a
-70°C. Quatro séries de secg¢des frontais de 20 um da extensdo rostro-caudal do LC
foram obtidas em criostato e armazenadas em solugdo crioprotetora (Watson, Jr.,

Wiegand et al., 1986) a -20°C para posterior processamento imunohistoquimico.

3.11. Analise histologica da lesio do LC

Ap6s perfusdo, o tronco cerebral dos animais do grupo lesdo foi separado e mantido
em solugdo de formol a 10% durante dois dias. Apds fixacdo, foram incluidos em
parafina e cortes de 12 um de espessura foram feitos em micrétomo na regidao do LC.
Os cortes foram fixados em laminas de vidro e corados pelo método de Nissl. A analise
histologica da lesdo foi feita em microscopio Optico e esquematizada em mapas neuro-
anatomicos do Atlas de Palkovits e Jacobowitz (Palkovits and Jacobowitz, 1974).

Somente os animais com lesdo do LC superior a 80% foram considerados neste estudo.

3.12. Analise morfologica dos ovarios



A caracterizagdo morfologica da SOP foi realizada pela analise histoldgica dos
ovarios, e o numero de foliculos antrais com hipertecose, pré-cistos ou tipo III e cistos
foram contados em cada sec¢do do ovario, de acordo com os critérios apresentados por
Lara e colaboradores (2000a). Os ovéarios foram imersos em paraformaldeido 4% em 0.1
M de tampao fosfato (4% PFA) por 24 horas e embebidos em parafina. Foram
realizados cortes seriados de 8-um de toda extensdo do ovario e corados com
hematoxilina e eosina. Utilizando um microscopio Optico associado a um sistema de
imagens, foram quantificados em todas as sec¢des o niumero total de: a) foliculos antrais
com hipertecose, definidos como aqueles foliculos com didmetros entre 350450 pum
que apresentam hipertrofia da camada de células da teca; b) foliculos tipo III, também
chamados de pré-cistos, definidos como aqueles foliculos com diametros superiores a
500 um que também apresentam espessamento da camada de células da teca; e ¢) cistos
que foram definidos como aqueles foliculos antrais de grande porte, com ampla
cavidade antral, auséncia de odcito incluso, delgada camada de células da granulosa e

espessa camada de células da teca.

3.13. Determinacio da expressiao de FRA, c-Fos e TH

As duplas marcagdes imunohistoquimicas para FRA, c-Fos e TH foram
realizadas pelo método de “free-floating”. Todos os procedimentos foram realizados a
temperatura ambiente (22°C), exceto as incubacdes com os anticorpos primarios, que
foram realizadas a 4°C. Entre cada passo da imunohistoquimica, as sec¢des foram
lavadas em PBS e, exceto quando mencionado, todas as solugdes foram preparadas em
PBS. Apoés a remogdo da solucdo crioprotetora, as sec¢cdes foram lavadas em glicina
0,IM e incubadas em Triton X-100 (TX-100) 0,3% por 30 minutos, peroxido de
hidrogénio (H,0;) 1% por 1 hora e albumina bovina (BSA) 3% por 1 h. Sem prévia
lavagem em PBS, os cortes da primeira série das quatro que foram obtidas em criostato
foram incubados com anticorpo primario anti-FRA (K25; Santa Cruz Biotechnology,
CA) produzido em coelho e diluido 1:2000 (Experimento 3) ou anti-cFos (AbS;
Calbiochem, Darmstadt, Germany.) produzido em coelho e diluido 1:15000
(Experimento 4) em PBS contendo TX-100, 0.3% e BSA 1% (solugdo utilizada na
diluicdo de todos os anticorpos primarios e secundarios) por 40 horas a 4°C. A seguir,
os cortes foram incubados com o anticorpo secundario biotinilado, anti-IgG de coelho

produzido em cabra (BA-1000, Vector Laboratories), diluido 1:600 por 2 horas, € com o



complexo avidina DH-peroxidase biotinilada (KIT ABC Elite, Vectastain, Vector
Laboratories), a 1:100 (reagentes A e B) por 1 hora. A reagdo final para c-Fos foi
realizada com solucdo contendo 3,3’ diaminobenzidina-HCI (DAB, 0,2 mg/mL; Sigma),
cloreto de niquel (25 mg/mL) e H,O, (1pL/mL de uma solu¢do de H>O;, 30%) em
tampao acetato 0,175M (pH=7.5) por 10 minutos. Apds a incubacdo em H,O, 1% por
15 minutos, as secgdes foram incubadas com anticorpo primario anti-TH, produzido em
camundongo (anti-TH 2, Sigma, St Louis, MO, USA), diluido 1:500000 por 48 horas. A
seguir, incubados com anticorpo secundario biotinilado, anti-IgG de camundongo
produzido em cavalo (BA-2001, Vector), diluido 1:600 por 1 hora, e com complexo
avidina DH-peroxidase biotinilada (KIT ABC Elite, Vectastain, Vector Laboratories), a
1:100 (reagentes A e B) por 1 hora. A reacdo final para TH foi realizada com solugdo
contendo 3,3’ diaminobenzidina-HC1 (DAB, 0,1 mg/mL; Sigma) e H,O, (1uL/mL de
uma soluc¢do de H,O, 30%) em tampao Tris-HCI 0,05M (pH=7.6), por 10 minutos. Os
cortes foram montados em laminas gelatinizadas, secas a temperatura ambiente, lavadas

com etanol e xilol e as laminulas coladas utilizando-se Entellan (Merck).

3.14. Analise quantitativa da expressido de FRA e c-Fos/TH

As secgdes contendo cortes do LC foram examinadas em um microscopio optico
(Axioskop 2 plus, Zeiss, Germany) associado a um sistema para andlise de imagens
(Axiovision 3.1, Zeiss, Germany). O numero de neurdnios imunorreativos a TH
expressando FRA ou c-Fos foi quantificado bilateralmente no LC por toda a extensao
rostro-caudal desse nucleo, sendo a contagem realizada de -9.48 a -10.32 mm pds-

Bregma.

3.15. Dosagens hormonais

As concentragdes de estradiol, progesterona, testosterona, LH e FSH foram
determinadas por radioimunoensaio (RIE) de duplo anticorpo, realizado no laboratério
do Prof. Dr. Celso Rodrigues Franci no Departamento de Fisiologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, USP. As dosagens de estradiol, progesterona e testosterona
no plasma e no meio de incubagdo foram feitas utilizando-se kits MAIA (Biochem
Immunossystems, Bologna, Italy). As dosagens de LH e FSH foram realizadas

utilizando-se kits especificos fornecidos pelo National Institute of Arthritis, Diabetes



and kidney Diseases (NIADDK, USA). Os anticorpos especificos foram anti-rato LH-
S10, FSH-S11, diluidos em soro de coelho normal e as preparacdes padrdes foram LH-
RP3 e FSH-RP2, diluidos em tampdo fosfato com albumina bovina 0,1% pH 7.5. O
segundo anticorpo foi produzido em ovelhas pelo Laboratorio do Prof. Dr. Celso
Rodrigues Franci, utilizando antigamaglobulina de coelho. Os hormoénios foram
iodinados com '*Iodo da Amersham Biosciences (USA). Todas as amostras foram
dosadas em um mesmo ensaio para evitar erros inter-ensaio. O menor limite de detecgao
foi 0.04 ng/mL para o LH, 0.09 ng/mL para o FSH, 5.00 pg/mL para o estradiol, 0,02
ng/mL para progesterona e 5.00 pg/mL para a testosterona. O coeficiente de variagdo
intra-ensaio foi 3.4% para LH, 2.8% para FSH, 4.3% para estradiol, 7.5% para

progesterona e 4% para testosterona.

3.16. Determinacio das concentracoes de noradrenalina e MHPG

As concentragdes de NA e MHPG no ovario foram determinadas por
cromatografia de alto desempenho seguida de deteccdo eletroquimica (HPLC-ED). Os
ovarios foram homogeneizados com um microultrasonicador em uma solugdo de 0.2 M
de 4cido perclorico, 0.1 mM de EDTA e 450 nM de 3,4-dihidroxibenzilamina (DHBA,
padrdo interno; Aldrich, Aldrich, Milwaukee, WI, USA), e centrifugado por 20 minutos
a 12,000 g. O supernadante foi acidamente hidrolizado por aquecimento a 94 °C por 5
minutos para desconjugar o MHPG do sulfato de MHPG (Lookingland, Ireland et al.,
1991), filtrado em uma membrana de 0.22-um (Millex PVDF, Millipore, Belford, MA,
USA) e injetado no sistema de HPLC-ED por um auto injetor (SIL-10Advp, Shimadzu,
Kyoto, Japan). O conteudo de proteina foi determinado pelo método de Bradford
(Bradford, 1976). A separagdo foi feita em uma coluna C18 de fase reversa de 250 x 4-
mm (Purospher Star, 5 um, Merck, Darmstadt, Germany) precedida por uma coluna
C18 de fase reversa de 4 x 4-mm (Lichrospher, 5 um, Merck). A fase movel consistiu
em 100 mM de fosfato de sodio dehidrogenado, 10 mM de cloreto de sodio, 0.1 mM de
EDTA, 0.37 mM de acido 1-octanesulforico de sédio (Sigma, St Louis, USA) e 4% de
metanol (Omnisolv, EMD Chemical Inc., Gibbstown, NJ, USA), pH ajustado para 3.5
com 4cido fosférico. A velocidade da bomba de infusdo (LC-10Advp, Shimadzu) foi de
0.6 mL/min e o potencial de detec¢do foi ajustado para 0.65 V versus in situ Ag/AgCl
do eletrodo de referéncia (Decade, VT-03 electrochemical flow cell; Antec Leyden, The

Netherlands). Os dados cromatograficos foram plotados usando o software Class-VP



(Shimadzu). A identificagdo de NA e de MHPG foi baseada nos tempos dos picos de
reten¢do. A quantificacdo foi realizada pelo método do padrdo interno (DHBA como
padrdo interno) baseado na area sob o pico. Todas as amostras foram ensaiadas na
mesma analise. O coeficiente de variagao intra-ensaio foi de 1.2% para NA e 4.6% para
MHPG. Os niveis de NA foram considerados para estimar o estoque do
neurotransmissor na vesicula sinaptica, enquanto que os niveis de MHPG refletem o
montante de NA liberada na amostra (Lookingland, Ireland ef al., 1991). A razdo

MHPG/NA foi usada como uma medida da atividade neurotrasmissora.

3.17. Determinacio das concentracoes de NGF

As concentragdes de NGF no ovério foram determinadas por ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Metade do ovario direito foi homogeneizado com
microultrasom em 500 pL de uma solucdo contendo 2,7 mM de KCI, 137 mM de NaCl,
1,5 mM de KH; POy, 8,1 mM de Na,HPO,, 0,9 mM de CaCl, e 0,5 mM de MgCl,
(tampao DBPS, pH 7.35). O homogenato foi centrifugado por 15 minutos a 13,000 g.
As concentragdes de proteina foram determinadas pelo método de Bradford (Bradford,
1976). O supernadante foi diluido para 1:100 em tampdao DBPS e as concentragdes de
NGF determinadas por ELISA (NGF E,.x immunoassay system, Promega, Madison,
WI, USA) de acordo com as instrugdes fornecidas pelo fabricante. Todas as amostras
foram ensaiadas na mesma analise. O coeficiente de variagao intra-ensaio foi de 5.8%.

Os dados foram normalizados pelo conteudo de proteina na amostra.

3.18. Determinacao da expressido de TH

A expressdo de TH (~60 kDa) no ovario foi avaliada por western blotting. A
glandula adrenal foi usada como controle positivo da expressdo de TH. A outra metade
do ovério direito foi homogeneizada separadamente em 100 pL. do tampao de lise RIPA
(20 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, 5 mM de MgCl,, 1 mM de DTT, 1 mM de
PMSF e 20 pg/mL de aprotinina). O homogenato foi centrifugado por 20 minutos a
12,000 g e o supernadante retido. As concentragdes de proteina foram estimadas pelo
método de Bradford (Bradford, 1976). Quantidades semelhantes de proteina (Tian,
Lookingland et al., 1991) foram desnaturadas e fracionadas por tamanho em um gel de

eletroforese SDS-poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). Padroes de diferentes pesos



moleculares (Amersham Biosciences, UK) foram ensaiados em cada gel para a
padronizacdo dos valores de pesos moleculares no ensaio. As proteinas foram
transferidas em uma membrana de nitrocelulose (Millipore, BioRad, Hercules, CA). Os
blots foram incubados por 2 horas a temperatura ambiente com leite em pd desnatado
5% diluido em tampao fosfato [PBS-T, solucdo salina + 0,1% Tween-20 (Sigma)] antes
da incubag¢do com o anticorpo primario anti-TH, produzido em camundongo (anti-TH 2,
Sigma, St Louis, MO, USA), diluido 1:10000 em PBS-T + leite em p6 desnatado 1%
por 24 horas a 4° C. Depois de lavada a membrana foi incubada por 1 hora a
temperatura ambiente com o anticorpo secundario anti-IgG de camundongo produzido
em coelho conjugado com peroxidase (Dako Cytomation, USA), diluido 1:7500. Os
sinais foram gerados por quimioluminescéncia usando um substrato quimioliminescente
para western (ECL, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) e visualizado pela
exposi¢do em um filme de revelagdo (Amersham Hyperfilm ECL) por 10 minutos. Para
a realizagdo da andlise quantitativa, os blots foram incubados com o anticorpo anti-
dineina produzido em camundongo (anti-dynein, Santa Cruz Biotechnology, CA),
diluido 1:5000 e usado como um padrdo interno. A quantificagdo da intensidade da
coloragdo das bandas foi realizada no programa ImageJ (National Institutes of Health,
MD). Os dados referentes a expressao da proteina TH foram normalizados pela

expressao da dineina (~72 kDa) na mesma amostra.

3.19. Analise estatistica

Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). As
diferencas estatisticas foram determinadas por analise de varidncia ANOVA de uma via
(One-way) ou de duas vias (Two-way) seguida de pos-teste para multiplas comparagdes
de Newman-Keuls ou de Bonferroni, respectivamente. A andlise estatistica dos
resultados obtidos nos experimentos 1 e 3, bem como dos referentes a incubagao in vitro
obtidos no experimento 4 foi realizada por ANOVA two-way. A andlise dos demais
resultados obtidos nos experimentos 2 e 4 foi realizada por ANOVA one-way. O nivel
critico foi fixado em 5% (P < 0.05) para se admitir uma diferenca de valores como

estatisticamente significantes.



Resultados

4.1. Lesdo eletrolitica do locus coeruleus (LC)

Fotomicrografias representativas do LC intacto e lesado sdo mostradas na figura
1, A e B, respectivamente. Somente dados de ratos com lesdo total do LC foram

incluidos no grupo lesdao LC.

Figura 1. Fotomicrografias de secgdes coronais da regido do tronco encefalico coradas com
Nissl destacando o LC intacto (A) e lesado (B). As secc¢des correspondem ao nivel rostrocaudal
do tronco encefalico, aproximadamente 9.8 mm posterior ao bregma. 4V, quarto ventriculo;
Me5, ntcleo trigeminal mesencefalico. Escala, Imm.



4.2. Efeito da lesdo do LC e do estresse por frio na atividade simpdtica ovariana

Ap6s 8 semanas de estresse, os niveis de NA e MHPGH nao foram alterados nos
ovarios das ratas do grupo Intacto e Sham. No entanto, nos animais do grupo lesdo do
LC, houve um aumento significativo no conteudo de NA (F,;7 = 7.6; P < 0.05) e uma
queda no contetdo de MHPG (517 = 1.78; P < 0.05) e na razdo MHPG/NA (F>,17 =
16.78; P < 0.05). Nos animais ndo submetidos ao estresse, a lesdo do LC nao alterou a

atividade simpadtica ovariana (Fig. 2).
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Figura 2. Atividade simpatica ovariana de ratas submetidas a 8 semanas de estresse por frio e a
les@o do locus coeruleus (LC). Ratas adultas com lesdo eletrolitica do LC (grupo lesdo LC, n =
3-4), cirurgia ficticia (grupo sham, n = 4) ou sem manipulacdo do SNC (grupo intacto, n = 4)



foram submetidas a sessoes repetidas de estresse por frio (3h/dia) durante 8 semanas (EC-8S) ou
mantidas em temperatura ambiente (controle). O ovario foi colhido apds a tultima sessdo de
estresse no dia do estro, e metade dele foi utilizado para as dosagens de noradrenalina (NA) e
seu metabolito, 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) por HPLC/ED. Os dados representam a
média = EPM das concentragdes de MHPG (A) e NA (B) no ovario e da razio MHPG/NA (C).
#, P <0.05 vs. Intacto e Sham.

4.3. Efeito da lesao do LC e do estresse por frio na liberacdo in vitro de estradiol

induzida por hCG

A liberacdo in vitro de estradiol pelo tecido ovariano incubado com o tampao
bicarbonato krebs-ringer ndo foi diferente entre os grupos estudados (valor médio: 2.22
+ 0.15 pg/mg tecido/mL). Comparado aos valores do veiculo, a incubagdo com hCG nao
alterou a liberacdo de estradiol nos ovarios dos animais controle mas aumentou
significativamente a liberagdo deste hormdnio nos animais submetidos a 8 semanas de
estresse por frio (Fis = 9.15; P < 0.01). Este aumento da liberagdo de estradiol

induzida por hCG foi prevenida pela lesdao do LC (£, 23 = 6.21; P <0.05) (Fig. 3).
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Figura 3. Liberacao in vitro de estradiol induzida por hCG em ratas submetidas a 8 semanas de
estresse por frio e a lesdo do locus coeruleus (LC). Ratas com lesdo eletrolitica do LC (grupo
lesdo LC, n = 5), cirurgia ficticia (grupo sham, n = 5-6) ou sem manipula¢do do SNC (grupo
intacto, n = 6) foram submetidas a sessdes repetidas de estresse por frio (3h/dia) durante 8
semanas (EC-8S) ou mantidas a temperatura ambiente (controle). O ovario esquerdo foi colhido
apoés a ultima sessdo de estresse no dia do estro, ¢ metade dele foi utilizado para a incubag@o in
vitro. Esta metade foi dividida em 2 partes das quais 1 foi incubada em tampao bicarbonato
Krebs-Ringer (veiculo) e outra em tampdo + 2.5 IU de hCG. Apds 3 horas o meio de incubagdo
foi coletado para dosagem de estradiol. Os dados (média = EPM) sdo expressos em relagdo a



liberagdo de estradiol do grupo veiculo do mesmo ovario (considerado igual a 1). **, P < (.01
vs. grupo controle; #, P < 0.05 vs. Intacto e Sham no grupo EC-8S.

4.4. Efeito do estresse por frio agudo ou cronico na atividade simpdtica ovariana

A concentragdo de MHPG (F3,0 = 14.1; P <0.001) e a razdo MHPG/NA (F320 =
24.4; P < 0.001) aumentaram de forma significante no ovdario de ratas do grupo EA e
EC-4S, e diminuiram nos ovarios dos animais do grupo EC-8S, quando comparado com
as do grupo controle (Fig. 4A, C). As concentragdes ovarianas de NA ndo foram
alteradas nos animais do grupo EA, mas tenderam a um aumento nos animais do grupo

EC-4S, e foram aumentadas significativamente nas ratas do grupo EC-8S (F329 = 5.6; P

<0.01) (Fig. 4B).
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Figura 4. Atividade simpatica ovariana de ratas submetidas ao estresse por frio agudo ou
cronico. Ratas com ciclo estral regular submetidas ao estresse por frio agudo (EA, n = 5), ou
cronico intermitente (3 h/dia) durante 4 (EC-4S, n = 5) ou 8 (EC-8S, n = 7) semanas, ou
mantidas em temperatura ambiente (controle, n = 7) foram decapitadas imediatamente apos a
ultima sessdo de estresse no dia do estro. O ovario esquerdo foi removido e utilizado para as
dosagens de noradrenalina (NA) e seu metabolito, 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG). Os
dados representam a média = EPM das concentragdes de MHPG (A) e NA (B) no ovario ¢ da
razdo MHPG/NA (C). Diferencas significativas entre os grupos sdo indicadas por letras
diferentes (P < 0.05).

4.5. Efeito do estresse por frio agudo ou cronico na expressdo de TH no ovario

A figura 5A mostra a expressdo das proteinas TH e DIN detectadas por western
blotting no ovario de ratas do grupo C, EA, EC-4S e EC-8S. A analise densitométrica
dos blots mostrou que a razdo TH/DIN foi inalterada pelos diferentes modelos de

estresse por frio (P =0.79) (Fig. 5B).

Controle EA EC-4S EC-8S

1.50+

1.25+4

1.00

0.75q ——

TH/DIN
_1

0.50

0.25+

0.00

T T
Controle EA EC-4S EC-8S

Figura 5. Expressdo de tirosina hidroxilase (TH) no ovéario de ratas submetidas ao estresse por
frio agudo ou cronico. Ratas submetidas ao estresse por frio agudo (EA, n = 5), ou cronico
intermitente (3 h/dia) durante 4 (EC-4S, n = 5) ou 8 (EC-8S, n = 7) semanas, ou mantidas em
temperatura ambiente (controle, n = 7) foram decapitadas imediatamente apods a ultima sessdo
de estresse no dia do estro. O ovario direito foi removido e dividido em 2 partes e em uma delas
foi analisado a expressdo das proteinas TH e dineina (DIN) por western blotting. (A)



Fotomicrografias das bandas de TH e DIN no ovario de ratas controle, EA, EC-4S e EC-8S. (B)
Média = EPM da razdo TH/DIN no ovario.

4.6. Efeito do estresse por frio agudo ou cronico na concentracio de NGF no ovdrio

A concentrag¢do de NGF foi significativamente aumentada no ovario dos animais
do grupo EA e retornou para os niveis controle nos grupos EC-4S e EC-8S (F320 = 3.3;

P <0.05) (Fig. 6).
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Figura 6. Concentragdo do fator de crescimento neural (NGF) no ovario de ratas submetidas ao
estresse por frio agudo ou crénico. Ratas submetidas ao estresse por frio agudo (EA, n = 5), ou
cronico intermitente (3 h/dia) durante 4 (EC-4S, n = 5) ou 8 (EC-8S, n = 7) semanas, ou
mantidas em temperatura ambiente (controle, n = 7) foram decapitadas imediatamente apos a
ultima sessdo de estresse no dia do estro. O ovario direito foi removido e dividido em 2 partes e
em uma das partes foi dosado o contetido de NGF por ELISA. Dados sdo apresentados como
média + EPM da concentracdo de NGF no ovario. Diferengas significativas entre os grupos sdo
indicadas por letras diferentes (P < 0.05).



4.7. Efeito do estresse por frio cronico na resposta esteroidal ovariana a estimulacdo

f-adrenérgica

A liberagdo in vitro de esterdides de ovarios incubados com veiculo nao foi
diferente entre o grupo controle e EC-8S. A incubacdo com isoproterenol aumentou a
liberacdo de estradiol (F)13 = 9.4; P < 0.01), testosterona (£ ;3 = 6.1; P < 0.05) e
progesterona (F ;3= 11.8; P < 0.01) no grupo controle comparado com o veiculo. No

entanto, o isoproterenol ndo alterou a liberagao destes hormonios no grupo EC-8S.
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Figura 7. Liberagdo in vitro de hormonios esteroides ovarianos induzida por isoproterenol em
ratas submetidas a 8 semanas de estresse por frio. Ratas submetidas ao estresse por frio crénico
intermitente (3 h/dia) durante 8 semanas (EC-8S, n = 5) ou mantidas em temperatura ambiente
(controle, n = 6) foram perfundidas apds a tGltima sessdo de estresse no dia do estro. Antes da
perfusdo, o ovario esquerdo foi removido e dividido em 2 partes. Uma parte foi incubada em 2
mL de tampdo bicarbonato Krebs-Ringer (veiculo) e a outra parte incubada no mesmo volume
do tampéo + 10 uM de isoproterenol (ISO). Apds 3 horas o meio de incubagéo foi coletado para
dosagem de estradiol, testosterona e progesterona por RIA. Os dados sdo apresentados como
média + EPM de estradiol (A), testosterona (B) e progesterona (C) liberados no meio de
incubagdo e normalizados pelo peso do tecido. **, P <0.01 *, P <0.05 comparado ao veiculo.
4.8. Efeito do estresse por frio agudo ou cronico na atividade dos neuronios do LC

A figure 8A mostra a expressdo de FRA em neuronios do LC de animais
submetidos ao estresse por frio agudo ou intermitente por 8 semanas. O numero de
neurdnios TH-ir expressando FRA, determinado bilateralmente no LC, ¢ mostrado na
figura 8B. Como determinado por ANOVA two-way, o nimero de neurénios FRA/TH-
ir foi significativamente aumentado pelo estresse por frio (£,12 = 12.53; P <0.01), sem

diferenga entre estresse agudo e cronico (£112 = 0.79; P = 0.39). Quando comparados



com seus respectivos controles, o estresse agudo aumentou significativamente a
expressao de FRA no LC (#2 = 3.35; P < 0.05); apds 8 semanas de estresse este

aumento foi menor e nao significante ( P <0.1; ¢, = 2.04).
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Figura 8. Expressdo de FRA em neurdnios noradrenérgicos do locus coeruleus (LC) de ratas
submetidas ao estresse por frio agudo (EA) ou crénico por 8 semanas (EC-8S). Ratas com ciclo
estral regular submetidas ao estresse por frio agudo (n = 4) ou crénico intermitente (3 h/dia)
durante 8 semanas (n = 4), ou mantidas a temperatura ambiente (controle, n = 4) foram
perfundidas imediatamente apos o término da ultima sessdo de estresse no dia do estro. (A)
Fotomicrografias de secgdes coronais do LC duplamente marcadas para FRA/tirosina-
hidroxilase (TH) de ratas controle, EA ¢ EC-8S. Setas indicam neurénios duplamente marcados
(a marcagdo para TH ¢é citoplasmatica ¢ a de FRA ¢ nuclear). 4V, quarto ventriculo. Escala = 50
um. (B) Média + EPM do numero de neurénios FRA/TH-ir no LC.

4.9. Efeito do estresse por frio agudo ou cronico na atividade dos neuronios do LC

A figura 9A mostra a expressao de c-Fos no LC de ratas dos grupos C, EA, EC-
4S e EC-8S. O numero de neurénios TH-ir expressando c-Fos, determinado
bilateralmente no LC, ¢ mostrado na figura 9B. Enquanto que os animais submetidos ao
estresse agudo apresentaram um aumento expressivo no nimero de neurdnios c-

Fos/TH-ir, um aumento menor foi encontrado nas ratas do grupo EC-4S (£ 16 = 20.1; P



< 0.001), e diferenca ndo significativa foi detectada no grupo EC-8S, quando

comparado com o grupo controle.
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Figura 9. Expressdo de c-Fos em neurdénios noradrenérgicos do locus coeruleus (LC) de ratas
submetidas ao estresse por frio agudo ou cronico. Ratas submetidas ao estresse por frio agudo
(EA, n = 5), ou crénico intermitente (3 h/dia) durante 4 (EC-4S, n = 5) ou 8 (EC-8S, n = 4)
semanas, ou mantidas em temperatura ambiente (controle, n = 6) foram perfundidas
imediatamente apos a ultima sessdo de estresse no dia do estro. (A) Fotomicrografias de sec¢des
coronais do LC duplamente marcadas para c-Fos/tirosina-hidroxilase (TH) de ratas controle,
EA, EC-4S ¢ EC-8S. Setas indicam neuronios duplamente marcados (a marcagdo para TH ¢é
citoplasmatica e a de c-Fos é nuclear). Cabeca da seta indica marcagdo simples para c-Fos. Em
detalhe, neur6nio duplamente marcado mostrado em maior aumento. 4V, quarto ventriculo.
Escala = 50 um. (B) Média £+ EPM do niimero de neurdnios c-Fos/TH-ir no LC. Diferencas
significativas entre os grupos sao indicadas por letras diferentes (P < 0.05).

4.10. Efeito do estresse por frio agudo ou cronico na morfologia ovariana

A figura 10A mostra fotomicrografias de foliculos antrais com hipertecose, pré-
cistos e cistos foliculares no ovario de ratas do grupo C, EA, EC-4S e EC-8S. A andlise
morfoldgica dos ovarios mostrou que o numero de foliculos antrais com hipertecose foi
aumentado nos animais do grupo EC-4S e EC-8S comparado com os do grupo controle

(F317=19.7; P <0.001) (Fig. 10B). No entanto, aumentos significativos no nimero de



pré-cistos (£3,17 = 13.6; P < 0.001) e cistos (£3,17 = 10.1; P < 0.001) foram encontrados

somente nos ovarios dos animais do grupo EC-8S (Fig. 10B).
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Figura 10. Alteragdes na morfologia ovariana de ratas submetidas ao estresse por frio agudo ou
cronico. Ratas com ciclo estral regular submetidas ao estresse por frio agudo (EA, n = 5), ou
cronico intermitente (3 h/dia) durante 4 (EC-4S, n = 5) ou 8 (EC-8S, n = 5) semanas, ou
mantidas em temperatura ambiente (controle, n = 6) foram perfundidas imediatamente apos a
ultima sessdo de estresse no dia do estro. Antes da perfusdo, o ovério direito foi retirado, fixado
e impregnado em parafina para analise morfologica. (A) Fotomicrografias de um foliculo antral
com hipertrofia da camada tecal (Hipertecose), pré-cisto e cisto. Escala = 100 pm. (B) Média +
EPM do numero de foliculos antrais com hipertecose, pré-cistos e cistos no ovario de ratas
controle, EA, EC-4S e EC-8S. Diferencgas significativas entre os grupos sdo indicadas por letras
diferentes (P < 0.05).

4.11. Efeito do estresse por frio agudo ou cronico nas concentragoes plasmdticas de

gonadotrofinas e hormonios esterdides ovarianos

O estresse por frio agudo ndo alterou as concentragdes plasmaticas de estradiol,
testosterona e progesterona. Embora uma tendéncia de aumento tenha sido detectada

nos animais do grupo EC-4S, os niveis plasmaticos de estradiol (F320 = 4.8; P < 0.05),



testosterona (F320 = 8.2; P < 0.001) e progesterona (F3, = 8.3; P < 0.001) foram
significativamente aumentados somente nos animais do grupo EC-8S, quando
comparado com os valores do grupo controle (Fig. 11, A, B e C). Tanto os niveis
plasmaticos de LH quanto de FSH ndo foram alterados pelos diferentes paradigmas de
estresse (em média as concentragdes foram: 2.32 + 0.28 ng/mL para o LH e 8.55 = 0.40

ng/mL para o FSH, dados ndo mostrados). Da mesma forma a relacdo LH/FSH também

ndo foi alterada (Fig. 11D).
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Figura 11. Concentra¢des plasmaticas de hormonios esterdides e gonadotrofinas de ratas
submetidas ao estresse por frio agudo ou cronico. Ratas submetidas ao estresse por frio agudo
(EA, n = 5), ou crénico intermitente (3 h/dia) durante 4 (EC-4S, n = 5) ou 8 (EC-8S, n = 7)
semanas, ou mantidas em temperatura ambiente (controle, n = 7) foram decapitadas
imediatamente apds a ultima sessdo de estresse no dia do estro. Dados sdo apresentados como
média £ EPM das concentragdes plasmaticas de estradiol (A), testosterona (B), progesterona (C)



e da razio LH/FSH (D). Diferencas significativas entre os grupos sdo indicadas por letras
diferentes (P < 0.05).

Discussdao

O presente estudo demonstra que as mudangas dindmicas na atividade do locus
coeruleus (LC) e sistema nervoso simpatico ovariano em resposta ao estresse por frio
podem estar envolvidos com o desenvolvimento folicular anormal e aumento da
secrecdo de esteroides ovarianos responsaveis pela instalagdo do quadro de SOP em
ratas. A queda acentuada da atividade simpatica ovariana em animais estressados com
lesdo do LC ¢ consistente com um papel central deste nticleo no controle autondmico da

funcao ovariana durante a inducdo da SOP pelo estresse.

Embora a atividade do sistema nervoso simpatico ovariano e dos neurdnios do
LC tenha sido marcadamente aumentada durante pelo menos as primeiras 4 semanas de
estresse, ao longo das Ultimas semanas parece ter havido uma adaptagdo destes sistemas,
uma vez que tanto a atividade do LC quanto a liberacdo de noradrenalina no ovario
estavam bastante diminuidas apds 8 semanas de estresse. No entanto, vimos também
que o estabelecimento da morfologia ovariana tipica da SOP, que inclui a presenca de
pré-cistos e cistos, s ocorre apds 8 semanas de estresse por frio, apesar da baixa
atividade simpatica ovariana neste momento. Este fato sugere que as alteragdes no
desenvolvimento folicular poderiam ter sido iniciadas durante as primeiras semanas de
estresse quando a atividade simpdtica ovariana estd aumentada o que leva, em longo
prazo, o estabelecimento do quadro de SOP. De fato, os aumentos no nimero de
foliculos antrais com hipertecose, pré-cistos e cistos foram precedidos por uma redugdo
significativa no nimero de foliculos pré-antrais sadios ja nas primeiras 3 semanas de
estresse (Dorfman, Arancibia et al., 2003). A ausé€ncia de aumentos no numero de
foliculos atrésicos e o acumulo de foliculos antrais sadios e andmalos no ovério de
animais submetidos a 3 e 4 semanas de estresse por frio, respectivamente, sugere um
comprometimento do processo de recrutamento folicular iniciado ja nas primeiras

semanas de estresse (Dorfman, Arancibia et al., 2003).

Como o aumento no recrutamento de foliculos ¢é outra caracteristica marcante da
SOP (Webber, Stubbs et al., 2003;Franks, Mason et al., 2000) ¢ provavel que o
agravamento das altera¢des morfologicas induzidas pelo estresse por frio seja iniciado

por alteragdes nos mecanismos de controle do recrutamento folicular. Como a



noradrenalina estd envolvida tanto com a aquisi¢do de receptores para o hormonio
foliculo estimulante (FSH) pelos foliculos pré-antrais (Mayerhofer, Dissen ef al., 1997)
quanto com a amplificacdo do efeito do LH sobre as células da teca (Dyer and Erickson,
1985) nos foliculos antrais, ¢ provavel que o aumento deste neurotransmissor no
microambiente ovariano durante as primeiras semanas de estresse tenha aumentado a
responsividade ovariana a estimulacdo gonadotréfica e assim contribuido para o

aumento do recrutamento folicular.

O aumento na secregdo in vitro de estradiol apos estimulagdo gonadotrofica no
ovario de animais submetidos a 8 semanas de estresse por frio mostrado neste estudo,
sugere que os efeitos iniciais da noradrenalina na responsividade ovariana persistem a
longo prazo mesmo na auséncia de aumentos significativos na libera¢do intraovariana
deste neurotrasmissor. Além disso, o fato de que o tratamento in vivo de ratas com o
agonista -adrenérgico, isoproterenol, aumenta a secrecdo de androgenos ovarianos e
induz a formagao de cistos foliculares apenas 8 semanas apds sua administracao (Lara,
Dorfman et al., 2002), reforca a idéia de um efeito tardio do aumento da atividade

simpatica ovariana na instalagdo do quadro de SOP.

Além da noradrenalina, outro componente do sistema nervoso simpatico, o fator
de crescimento neural (NGF), também parece participar do controle do
desenvolvimento folicular ovariano em roedores (Dissen, Garcia-Rudaz et al.,
2009a;Salas, Julio-Pieper et al., 2006). O NGF ¢ uma neurotrofina produzida por
células nao-neuronais ovarianas e associada ndo somente com a manutenc¢do dos
terminais simpaticos, mas também com a proliferacdo e diferenciacdo das células da
teca (Dissen, Parrott et al., 2000). A acdo do NGF na funcdo das células da teca pode
ocorrer diretamente via seu receptor de baixa afinidade (p75 NGFR), o mais abundante
receptor de neurotrofinas presente nas células tecais (Dissen, Hirshfield ef al., 1995), ou
indiretamente através de sua bem estabelecida agdo trofica na inervacdo simpatica
ovariana (Lara, Hill ef al., 1990). Excessos intraovarianos na produ¢do de NGF tém sido
diretamente associados com hipertrofia da camada tecal de foliculos antrais de roedores,
bem como producdo exagerada de andrégenos pelo ovario, mas ndo sdo capazes de

induzir o surgimento de cistos foliculares (Dissen, Lara ef al., 2000).

A auséncia de aumentos significativos nas concentragdes ovarianas de NGF apos
a quarta e oitava semana de estresse, periodos nos quais surgem os pré-cistos € cistos

foliculares na rata, também sugerem a auséncia de uma contribuicdo direta desta



neurotrofina no desenvolvimento dos cistos ovarianos. Por outro lado, o aumento nas
concentragdes de NGF no ovéario de ratas submetidas ao estresse por frio agudo nao
exclui um efeito desta neurotrofina no desenvolvimento de foliculos antrais com
hipertecose durante pelos menos as 3 primeiras semanas de estresse. A diferenca de
resposta do efeito do estresse por frio de 4 semanas na concentragdo de NGF entre
nosso estudo e o publicado por Dorfman e colaboradores (Dorfman, Arancibia et al.,
2003) reside no fato de que estes ultimos utilizaram ovarios de ratas em diferentes fases
do ciclo estral, enquanto que no presente foi apenas utilizado animais na fase de estro.
Este fato ¢ relevante uma vez que a atividade do sistema nervoso simpatico ovariano
varia ao longo do ciclo estral da rata apresentando maior atividade na tarde do proestro
e retorno para niveis mais baixos de atividade ao longo das fases seguintes do ciclo
(Wolf, Meier-Fleitmann et al., 1986). Como o NGF esta intimamente relacionado com a
atividade dos nervos simpaticos do ovario (Lara, Hill et al., 1990) ¢ provavel que os

niveis intraovarianos de NGF também variem durante o ciclo estral.

Como mencionado anteriormente, outro papel importante do NGF produzido no
ovario ¢ garantir a manuten¢do a longo prazo da atividade dos nervos simpaticos através
da estimulagdo da expressdo da enzima tirosina hidroxilase (TH) (Lara, Hill et al.,
1990;Lara, McDonald et al., 1990). De acordo com os niveis inalterados de NGF no
ovario de ratos expostos a 4 ou 8 semana de estresse por frio, a expressdo de TH no
ovario ndo foi também alterada pelo estresse. Tem sido demonstrado que embora o
estresse por frio induza um aumento rapido de RNAm para TH na glandula adrenal,
aumentos na expressdo da proteina TH s6 ocorrem apds 24 horas de exposi¢do cronica
ao frio (Baruchin, Weisberg et al., 1990). Assim, tanto mecanismos transcripcionais
quanto pds-transcripcionais parecem desempenhar um papel importante na expressao da
proteina TH durante o estresse, o que parece explicar o longo periodo necessario para
traducdo do RNAm da TH (Xu, Chen et al., 2007). A auséncia de efeito do NGF na
expressdo da TH apos o estresse agudo, quando os niveis de NGF estdo aumentados,
pode sugerir que um periodo maior que 3 horas seja necessario para a ativacdo da

sintese de TH pelo NGF.

O aumento no niimero de foliculos antrais com hipertecose e pré-cistos tem sido
associado com a producdo excessiva de esterdides ovarianos uma vez que estas
estruturas apresentam um maior numero de camadas de células da granulosa, bem como

hipertrofia da camada tecal quando comparado com foliculos antrais sadios de mesmo



diametro (Dissen, Lara et al., 2000). Além disso, ¢ provavel que o aporte enzimatico
envolvido na sintese de esterdides também esteja aumentado nestes foliculos, visto que
culturas de células da granulosa e teca de ovarios de mulheres com SOP secretam
maiores quantidades de progesterona, estradiol e testosterona quando comparado com

ovarios de mulheres normais (47-49).

Tendéncias de aumentos nos niveis plasmaticos de estradiol, testosterona e
progesterona encontrados apos 4 semanas de estresse por frio e o aumento significativo
destes hormdnios ap6s 8 semanas de estresse sugerem uma correlagdo funcional entre
morfologia ovariana e secre¢do aumentada de esterdides durante a indug¢dao da SOP pelo
estresse. Estes dados confirmam nossos resultados anteriores no que se refere ao
aumento da secrecdo de estradiol e testosterona apos 8 semanas de estresse. Entretanto,
no trabalho anterior, no qual as ratas foram anestesiadas no sacrificio, ndo foi detectado
um aumento significativo na secre¢do de progesterona, o que foi observado no presente
estudo. E possivel que esta discrepancia de resultados deva-se a anestesia uma vez que

ela aumenta a secre¢do de progesterona (Bruce, Willcox et al., 1984).

Apesar do aumento das concentracdes plasmaticas de estradiol e progesterona, as
concentracdes de LH e FSH ndo foram modificadas. E provavel que o aumento de
andrégenos plasmaticos tenha comprometido o mecanismo de retroalimentacdo negativa
exercido pelos esterdides ovarianos nos neuronios liberadores de gonadotrofinas
(GnRH) hipotalamicos como descrito em roedores (Foecking, McDevitt et al., 2008) e
humanos (Pastor, Griffin-Korf et al., 1998;Eagleson, Gingrich et al., 2000). Embora a
relagdo LH/ FSH ndo tenha sido alterada durante o estresse por frio agudo ou cronico na
tarde do dia do estro, periodo no qual os niveis plasmaticos de LH e FSH estdo baixos
na rata (Smith, Freeman et al., 1975), altera¢des na secrecao destes hormonios durante
outras fases do ciclo estral ndo podem ser totalmente descartadas. Por outro lado, a
reducdo na freqliéncia de proestros associada com o prolongamento da fase de estro
bem como queda significativa no nimero de odcitos na tuba uterina de ratas submetidas
a 8 semanas de estresse por frio parecem estar mais relacionadas com alteracdes
morfofuncionais ovarianas do que distirbios na secrecdo de gonadotrofinas (Bernuci,

Szawka et al., 2008).

Tanto as alteragdes morfologicas e enddcrinas ovarianas observadas na SOP
induzida pelo estresse por frio (Bernuci, Szawka et al., 2008), quanto o aumento da

responsividade ovariana a estimulacdo gonadotrdfica observada no presente trabalho



foram prevenidas pela lesdo do LC. Assim, ¢ provavel que o LC module a atividade dos
nervos simpaticos que se projetam para o ovario durante o desenvolvimento da SOP
induzida pelo estresse. A correlagdo temporal entre a atividade dos neurdénios do LC e a
do sistema nervoso simpatico ovariano em resposta ao estresse por frio agudo e cronico
sugere uma interagao funcional entre os neurdnios do LC e os nervos simpaticos que se
projetam para o ovario. Enquanto o estresse agudo e cronico intermitente por 4 semanas
levou a um aumento nas atividades do LC e sistema nervoso simpatico ovariano, um

menor grau de atividade foi encontrada em ambos sistemas apos 8 semanas de estresse.

Um padrao similar de correlagcdo funcional parece também ocorrer durante o
ciclo estral, uma vez que a andlise da expressdo de FRA no LC e medidas da liberagao
intraovariana de noradrenalina, pela técnica de push-pull, mostram que tanto a atividade
do LC quanto a liberagdo de noradrenalina no ovario aumentam na tarde do proestro e
retornam para os niveis basais no diestro (Szawka, Rodovalho et al., 2009;Wolf, Meier-
Fleitmann et al, 1986). E provavel que esta interagio ocorra diretamente pelas
projecdes do LC para os neurdnios pré-ganglionares simpaticos na coluna
intermediolateral da medula espinhal, ou indiretamente pelas proje¢des deste nucleo
para outras areas cerebrais envolvidas no controle autonomico (Gerendai, Toth et al.,
2009;Samuels and Szabadi, 2008a). De qualquer forma, estes dados sdo consistentes
com a hipotese de que a atividade do LC e do sistema nervoso simpatico ovariano estao
funcionalmente correlacionadas. Além disso, como ndés ndo detectamos nenhuma
alteracdo na expressdo ovariana da enzima TH nos diferentes paradigmas de estresse por
frio, n6és supomos que os niveis aumentados de noradrenalina encontrados no ovario
apds 8 semanas de estresse se deve a estocagem deste neurotransmissor nas vesiculas
sinapticas, devido a diminuicdo da libera¢do, em vez de aumento na sintese. O fato de
que a atividade simpdatica ovariana foi diminuida nos animais estressados com lesdo do

LC suporta esta ultima sugestao.

A reducdo da atividade simpdtica ovariana apds a oitava semana de estresse
pode ser explicada tanto pelo desenvolvimento de mecanismos adaptativos locais no
microambiente ovariano, bem como centrais no LC uma vez que este nucleo parece ser
o principal modulador da atividade dos terminais simpaticos ovarianos. A down
regulation de receptores adrenérgicos no ovario de ratas tratadas com VE em resposta a
longos periodos de ativacdo dos terminais simpaticos ovarianos tem sido sugerido como

um dos provéaveis mecanismos adaptativos deste sistema a estimulagdo simpatica



cronica (Barria, Leyton ef al., 1993a;Manni, Holmang et al., 2005). A auséncia de efeito
do agonista B-adrenérgico, isoproterenol, em estimular a liberagdo de esterdides no
ovario de ratas submetidas a 8 semanas de estresse por frio, observada neste estudo ¢
sugestivo de uma down regulation dos receptores B-adrenérgicos e condizente com a

adaptacao do sistema nervoso simpatico ovariano descrito no modelo do VE.

Como a indugdo da expressao de FRA e c-Fos, reconhecidos marcadores de
atividade neuronal (Hughes and Dragunow, 1995), pelo estresse por frio nos neurdnios
do LC foi menos pronunciada apds 8 semanas de estresse comparado com estresse
agudo ou de 4 semanas, ¢ possivel que uma atenuagdo da responsividade do LC durante
a exposicao a longo prazo ao estresse por frio seja responsavel pela reducdo da atividade
simpatica ovariana encontrada apenas apos 8 semanas de estresse. A expressao de FRA
ocorre tonicamente nos neurdnios, € a queda na sua expressdo tem sido também
utilizada como indicativo de redugao de atividade neuronal (Hoffman, Le et al., 1994).
Assim, dependendo do nivel basal da expressdo de FRA, sua expressdo pode detectar
tanto aumentos quanto quedas na atividade neuronal (Lerant, DeMaria et al., 2001).
Embora a expressdo da proteina c-Fos no LC continue aumentada apos 4 semanas de
estresse, o nimero de neurdnios imunorreativos € inferior ao encontrado apds o estresse
agudo, sugerindo uma progressdo da resposta adaptativa ao longo das semanas de
estresse que so ¢ bem estabelecida apos 8 semanas. O fato de que o pico de expressdo de
c-Fos ocorre dentro de 2 a 4 horas apos o inicio do estimulo, e o retorno ao nivel basal
dentro de 6 a 8 horas e que a expressdao de FRA persiste por mais de 24 horas (Sheng
and Greenberg, 1990) pode explicar as diferencas quantitativas na expressdo de FRA e
c-Fos no LC mostradas no presente estudo em animais submetidos a0 mesmo estimulo

estressor.

Um perfil semelhante de resposta foi também observado em outros estudos e
correlacionado com o surgimento de mecanismo adaptativos desencadeados em resposta
a exposi¢do cronica ao estresse (Miyata, Ishiyama et al., 1995;Kiyohara, Miyata ef al.,
1995;Featherby and Lawrence, 2004). O aumento da expressdo de receptores
adrenérgicos tipo alfa, envolvidos na inibi¢do pré-sinaptica noradrenérgica, nos
neurénios do LC apds a exposi¢do cronica ao frio tem sido sugerido como um dos
possiveis mecanismos envolvidos nesta resposta adaptativa (Meyer, Palchaudhuri et al.,
2000). Além disso, como tanto a expressdo de FRA quanto a freqiiéncia de disparo dos

neurdnios do LC sdo drasticamente diminuidos pelo estradiol (Szawka, Rodovalho et



al., 2009), podemos sugerir também que o aumento dos niveis plasmaticos de estradiol,
iniciado apods 4 semanas de estresse e atingindo niveis mais altos apos 8 semanas, possa
ser um dos fatores responsaveis pela diminui¢do da atividade do LC. Esta hipdtese esta
de acordo com o efeito do estradiol em reduzir a expressao de c-Fos neste nticleo apds o

estresse de imobiliza¢do em ratas ovariectomizadas (Ueyama, Tanioku et al., 2006).

Assim, embora a exposi¢cdo prolongada ao estresse cronico € intermitente por
frio tenha gerado respostas adaptativas centrais e periféricas, o aumento da atividade
dos neurdnios do LC e da atividade simpatica ovariana durante as primeiras 4 semanas
de estresse parece ser crucial para o desenvolvimento de alteracdes na morfologia
ovariana e disturbios endocrinos semelhantes aquelas descritas na SOP. A importincia
do LC nestes processos fica evidente nos dados que mostram que a lesdo deste nucleo
impede o desenvolvimento do quadro de SOP induzida por 8 semanas de estresse por
frio (Bernuci, Szawka ef al., 2008) bem como diminui acentuadamente a liberacdo de

noradrenalina no ovdrio dos animais estressados, como observado no presente estudo.

Em conjunto, os dados do presente estudo demonstram pela primeira vez uma
rela¢do funcional entre a atividade dos neurdnios do LC, atividade simpética ovariana e
secrecdo de hormonios esterdides durante o desenvolvimento da SOP induzida pelo
estresse em ratas. O aumento da atividade simpética ovariana durante pelo menos as
quatro primeiras semanas de estresse por frio pode ter sido a principal causa das
alteragdes na foliculogénese que levaram as alteragdes endocrinas presentes na SOP.
Estes resultados auxiliam o entendimento da complexa relacdo entre estresse, distiirbios

no desenvolvimento folicular e secrecdo de esterdides na fisiopatologia da SOP.

Conclusao

Os dados deste trabalho fornecem evidéncias que sustentam a hipdtese de que o
sistema nervoso simpatico ovariano sob o controle do LC desempenha um importante

papel na génese da SOP induzida por estresse.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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