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RESUMO 

 

Duarte JCG. A presença do hormônio concentrador de melanina no ovário no ciclo 

reprodutivo de ratas Sprague-Dawley [Dissertação (Mestrado em Ciências 

Morfofuncionais)]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Instituto de Ciências 

Biomédicas; 2017. 

 

A reprodução é fundamental para a manutenção de uma espécie. Em mamíferos ela 

apresenta um período de gestação seguido pela lactação. Ratas apresentam um padrão de 

secreção hormonal cíclico acompanhado de um período de ovulação chamado ciclo estral 

que compreende as fases: diestro, proestro, estro e metaestro. O ciclo estral, gestação e 

lactação são eventos regulados pelo padrão hormonal da fêmea, sendo os esteroides 

ovarianos - estrógeno e progesterona, os principais agentes dessas alterações. Além do 

mais, esses hormônios apresentam importante influência sobre o hipotálamo através do 

eixo hipotálamo-hipófise-ovário. No hipotálamo, centro regulador de uma variedade de 

comportamentos inclusive o reprodutivo, são produzidos diversos peptídeos 

moduladores, dentre eles o hormônio concentrador de melanina [MCH]. Já foi observada 

a presença do MCH também em tecidos periféricos, incluindo os testículos - as glândulas 

produtoras dos hormônios sexuais masculinos.  Por isso buscamos sua presença nas 

glândulas produtoras dos hormônios sexuais femininos, isso é, em ovários. Para tanto, 

utilizamos ratas da linhagem Sprague-Dawley para investigar a presença do MCH nas 

fases do ciclo estral, em ratas gestantes e lactantes, além de ratos machos para controle. 

Para a determinação da presença do peptídeo foram utilizados os métodos de imuno-

histoquímica e western blotting, para a detecção do RNAm utilizamos a hibridização in 

situ e RT-PCR. Além disso, para determinação de níveis séricos hormonais de 

progesterona, prolactina e MCH, realizamos o ensaio imunoenzimático. Nossos 

experimentos resultaram em marcação com sondas radioativas, indicando a presença do 

RNAm do ppMCH no tecido ovariano, confirmado e quantificado pela RT-PCR, além de 

imunorreatividade ao anticorpo anti-rMCH em ovário de ratas em todas as fases do ciclo 

reprodutivo, e esta se mostra presente no corpo lúteo e na medula ovariana, resultado 

quantificado pela técnica de western blotting. Além do mais, observamos que os níveis 

séricos de MCH sofrem alteração durante o ciclo estral, sendo significantemente menores 

no metaestro, mas constantes durante a gestação e lactação.  

 

Palavras- chave: MCH. Western blotting. Imuno-histoquímica. MCH sérico. 

Neurohormônio. 

  



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

Duarte JCG. The presence  of melanin-concentrating hormone in the reproductive cycle 

in Sprague-Dawley rats ovary. [Masters thesis (Morphofunctional Sciences)]. São Paulo: 

Universidade de São Paulo, Instituto de Ciências Biomédicas; 2017. 

 

Reproduction is fundamental for the maintenance of a specie. In mammals, it has a 

gestation period followed by lactation. Rats present a pattern of cyclic hormonal secretion 

accompanied by a period of ovulation called the estrous cycle which comprises the 

phases: diestrus, proestrus, estrus and metestrus. The estrous cycle, gestation and lactation 

are events regulated by the hormonal pattern of the female, being the ovarian steroids - 

estrogen and progesterone, the main agents of these alterations. Moreover, these 

hormones have important influence on the hypothalamus through the hypothalamus-

pituitary-ovary axis. In the hypothalamus, the regulatory center of a variety of behaviors, 

several peptides modulating these functions are produced, among them the melanin-

concentrating hormone [MCH]. In addition to the brain tissue, its presence in several 

peripheral tissues, including the testes, the male sexual hormones producing glands, has 

already been observed. Therefore, we aimed to determine the MCH in the female sexual 

hormones producing glands, that is, the ovaries. We used Sprague-Dawley rats to 

investigate the presence of MCH in ovary in the estrous cycle phase, as well as during 

gestation and lactation periods. In order to determine the presence of the peptide, 

immunohistochemistry and western blotting methods were used. To detect the prepro 

MCH mRNA, we used in situ hybridization and RT-PCR, and immunoenzymatic assay 

to determine serum levels of progesterone, prolactin and MCH. Our findings 

demonstrated the presence of ppMCH mRNA in ovarian tissue, confirmed and quantified 

by RT-PCR. The immunohistochemistry protocol revealed the MCH peptide in the ovary 

of rats at all stages of the reproductive cycle, and it is localized in the corpus luteum and 

ovarian marrow, confirmed and quantified by the western blotting technique. 

Furthermore, we observed that serum MCH levels vary during the estrous cycle, being 

lower in metestrus and do not vary during gestation or lactation. 

 

 

Keywords: MCH. Western blotting. Immunohistochemistry, Serum MCH. 

Neurohormone.  
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“Vem, vamos embora que esperar não é saber 

 Quem sabe faz a hora, não espera acontecer” 

(Geraldo Vandré) 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 O ciclo reprodutivo 
 

A sobrevivência de um organismo depende de processos biológicos que visam 

manter a sua homeostasia interna e que permitam a continuação da espécie. A reprodução 

é fundamental para a manutenção da espécie e por isso seus mecanismos são altamente 

conservados nos grupos biológicos. Em mamíferos ela apresenta diversos mecanismos 

que resultam na expressão de um comportamento sexual além do cuidado parental, 

característico desse grupo biológico.  

O ciclo reprodutivo de mamíferos em geral consiste nos períodos de gestação e 

lactação. Diversas alterações fisiológicas são necessárias no corpo da fêmea de forma a 

permitir uma adaptação à nova demanda - o suprimento dos filhotes, além da sua própria 

manutenção (Russell, Douglas, Ingram, 2001). Ao estudar as características observadas 

em cada fase reprodutiva se faz necessária uma abordagem do ciclo estral, importante 

para se compreender as alterações apresentadas que são principalmente controladas pelo 

padrão hormonal.  

 

1.1.1 Ciclo estral 

 

O ciclo estral compreende um período de alterações cíclicas em fêmeas de 

mamíferos. Essas alterações podem ser fisiológicas, anatômicas e comportamentais, 

mediadas pelo padrão de secreção hormonal. No ciclo estral existe um período de 

ovulação acompanhado de secreção hormonal sincronizada e cíclica. Dessa forma, 

alterações nesse padrão de ovulação causam alteração na secreção de gonadotrofinas 

(Butcher, Collins, Fugo, 1975). Long e Evans (1922) descreveram extensa e 

detalhadamente essas alterações sendo este um dos principais trabalhos base para os 

estudos de reprodução de animais de laboratório. Assim, pode-se dividir didaticamente o 

ciclo estral de ratas em quatro fases: metaestro [o mesmo que diestro I], diestro [ou diestro 

II], proestro e estro. Em média, ratas apresentam um ciclo estral de 4 a 5 dias de duração, 

no qual o estro é a fase onde os níveis circulantes de estradiol são mais altos e é também 
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o período em que a fêmea se encontra mais receptiva para acasalamento (Long, Evans, 

1922;  Goldman, Murr, Cooper, 2007)  

 

1.1.2 Gestação 

 

Após a fecundação são observadas alterações que permitem a continuidade da 

gestação até o momento do nascimento dos filhotes. Por exemplo, assim que a gestação 

é estabelecida ocorrem mecanismos de prevenção de uma nova fertilização. É 

estabelecido um mecanismo que permite o aumento dos níveis de prolactina: a 

estimulação da porção cervical da vagina durante o acasalamento provoca a ativação do 

núcleo medial da amigdala que age via área préoptica na supressão dos neurônios do 

sistema dopaminérgico túbero-infundibular [TIDA] no núcleo arqueado [ARC], principal 

sistema inibitório da secreção de prolactina (Tetel, Getzinger, Blaustein, 1993;  Russell, 

Douglas, Ingram, 2001). A prolactina, por sua vez, inibe a secreção do hormônio liberador 

de gonadotrofina [GnRH] pela ativação de secreção da progesterona pelo corpo lúteo 

(Voogt et al., 2001). Além disso, a placenta secreta lactogênios que possuem efeito de 

feedback negativo no pulso da secreção de GnRH (Erskine, 1995;  Russell, Douglas, 

Ingram, 2001). 

Outras alterações também podem ser observadas no corpo da fêmea gestante, 

como o aumento do fluido corporal e do tecido adiposo, contribuindo para o aumento do 

peso corporal e a redução da responsividade ao estresse pela modificação do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal (Russell, Douglas, Ingram, 2001).  

 

1.1.3 Lactação 
 

A lactação é um modelo fisiológico ideal para estudar profundas modificações 

nas funções hipotalâmicas (Smith, True, Grove, 2010). Essas alterações são diversas e 

resultam no aumento dos níveis séricos de ocitocina e prolactina (Higuchi et al., 1986;  

Grattan, 2001), produção e ejeção do leite (Crowley, 2015), redução da resposta ao 

estresse (Brunton, Russell, 2008) e indução do comportamento maternal (Bridges, 2015). 

Durante a lactação há também uma interrupção do ciclo estral através da inibição 

dopaminérgica sobre a secreção do GnRH na aérea preoptica medial [MPOA], causando 
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assim um bloqueio do eixo hipotálamo-hipófise-ovário (Numan, Stolzenberg, 2009;  Liu, 

Herbison, 2013). Além disso, por ser um estado de balanço energético negativo, a lactação 

leva a inibição da função reprodutiva devido a interrupção da ciclicidade ovariana (Fox, 

Smith, 1984;  Tsukamura, Maeda, 2001). Durante o período de lactação podemos 

observar também a expressão do comportamento maternal e este requer primariamente a 

ação de estrógeno e progesterona. Um dos principais sítios reguladores desse 

comportamento, a MPOA, apresenta um aumento na densidade de receptores desses 

hormônios no fim da gestação (Giordano et al., 1990;  Numan et al., 1999;  Russell, 

Douglas, Ingram, 2001).  

 

1.2 A regulação hormonal do ciclo reprodutivo 
 

1.2.1 Ciclo estral 
 

As alterações fisiológicas, morfológicas e comportamentais observadas em ratas 

durante todo o ciclo reprodutivo são reguladas por alterações hormonais. Como 

mencionado, o estro é a fase do ciclo estral onde a fêmea se encontra mais receptiva para 

o acasalamento. Powers (1970) demonstra que essa receptividade requer não apenas 

estradiol, bem como necessita de um aumento nos níveis de progesterona. Os níveis 

hormonais de estrógeno e progesterona são regulados pela secreção de GnRH através do 

eixo hipotálamo-hipófise-ovário (Harris, 1955).   

1.2.1.1 Estradiol e Progesterona 
 

Durante o ciclo estral a concentração de estradiol é baixa na fase de diestro, 

alcançando um pico na manhã do proestro. Durante o estro não há grandes alterações, 

porém, já no metaestro começa a ter um aumento do estradiol (Yoshinaga, Hawkins, 

Stocker, 1969;  Shaikh, 1971) [Figura 1]. Em relação a progesterona, durante o ciclo estral 

observa-se a presença de dois picos de secreção: o primeiro devido a secreção do corpo 

lúteo, começando na manhã do metaestro, atingindo pico no diestro e imediatamente 

retornando a níveis basais. O outro é o pico pré-ovulatório já na tarde do proestro, 

retornando ao basal no início do estro (Ichikawa et al., 1974;  Butcher, Collins, Fugo, 

1975) [Figura 1].  
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Figura 1 - Demonstração gráfica dos níveis plasmáticos de prolactina, progesterona e estradiol-

17β durante as fases do ciclo estral de rata, para fins de ilustração do ítem 1.2.1.1. Valores de prolactina e 

progesterona em ng/ml e estradiol-17β em pg/ml. Extraído de (Butcher, Collins, Fugo, 1974).  

 

1.2.1.2 Prolactina e Ocitocina 
 

Em relação aos hormônios não ovarianos citados observa-se um padrão de 

secreção regulado pelos níveis de estrógenos. O TIDA é uma importante inibição da 

secreção de prolactina durante o ciclo estral (Gudelsky, 1981;  Ben-Jonathan, Arbogast, 

Hyde, 1989;  DeMaria, Livingstone, Freeman, 1998). Assim, o estrógeno induz 

hiperprolactinemia por dois mecanismos distintos: pela desinibição desta ação 

dopaminérgica e pela estimulação diretas dos lactototrofos, as células produtoras de 
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prolactina na hipófise anterior (Takahashi, Okazaki, Kawashima, 1984;  Reymond, 

Porter, 1985). A prolactina apresenta uma secreção pulsátil nas fases do ciclo estral. Os 

picos não são devido a um aumento da frequência, mas sim da amplitude desses pulsos 

de secreção e essa alteração na amplitude é devido ao pico de estrógenos (Lafuente, 

Marco, Esquifino, 1993). Dessa forma, a prolactina apresenta um aumento nos níveis 

circulantes no fim do diestro, alcançando um pico na tarde no proestro e retornando ao 

nível basal na manhã do estro (Butcher, Collins, Fugo, 1975;  Lafuente, Marco, Esquifino, 

1993).  

Assim como a prolactina, a ocitocina também é modulada pelo estrógeno central 

e perifericamente. Os principais núcleos produtores de ocitocina, o paraventricular do 

hipotálamo [PVH] e o supraóptico, apresentam receptores para estradiol (Sar, Stumpf, 

1980;  Rhodes, Morrell, Pfaff, 1982), além disso a atividade do PVH é maior durante o 

proestro e estro, devido a estimulação pelo estrógeno (Negoro, Visessuwan, Holland, 

1973;  Akaishi, Sakuma, 1985). Sabe-se também que a administração de estrógeno 

estimula a liberação periférica de ocitocina (Yamaguchi, Akaishi, Negoro, 1979), 

enquanto a ovariectomia reduz de forma significativa a quantidade total do RNAm da 

ocitocina no encéfalo de ratas (Miller et al., 1989). Assim sendo, é possível concluir que 

a concentração plasmática de ocitocina também apresenta variação durante o ciclo estral, 

sendo mais baixa no diestro, aumentando progressivamente no proestro, com níveis mais 

altos na tarde do proestro e reduzindo novamente a partir da tarde do estro (Sarkar, Gibbs, 

1984;  Caligioni, Franci, 2002). 

Portanto, é possível observar que as variações nos níveis hormonais acima 

citados [progesterona, prolactina e ocitocina] são direta ou indiretamente regulados pelos 

níveis de estrogênios. 

 

1.2.2 Acasalamento e gestação 
 

Sabe-se que os esteroides gonadais são necessários para criar um estado de 

excitação sexual. Essa estimulação pode ser direta pela a ativação de substratos 

excitatórios; ou indireta, através da inibição de sistemas inibitórios da excitação sexual 

(Georgiadis, Kringelbach, Pfaus, 2012). Exemplificando, o núcleo ventromedial do 

hipotálamo [VMH] é uma região crítica para o comportamento sexual (Oomura et al., 

1988;  Petrulis, 2013). Sua ação de intermediário entre a transmissão de estímulos 
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sensoriais até os motoneurônios requer a presença de hormônios esteroides, agindo 

diretamente na promoção do comportamento sexual (Musatov et al., 2006;  Griffin, 

Flanagan-Cato, 2011) . Por outro lado, estrógeno e progesterona podem agir 

indiretamente no VMH através da inibição de sistemas inibitórios da excitação sexual: 

estudos com infusões de glutamato ou mesmo do agonista de seu receptor no VMH, 

causam inibição das fases apetitiva e consumatória do comportamento sexual. Essa 

inibição porém é revertida em ratas ovariectomizadas quando tratadas com esteroides, 

comparadas às ratas sem suplementação hormonal (Georgescu et al., 2009). 

As alterações neuroendócrinas que ocorrem após o acasalamento estão 

relacionadas com a secreção de esteroides ovarianos.  Sabe-se que elevados níveis de 

prolactina são necessários para secreção luteal de progesterona durante a gestação. Assim, 

o acasalamento, através da estimulação da porção cervical da vagina, promove essa 

liberação de prolactina, que por sua vez resulta em uma ação prolongada da secreção de 

progesterona, que é necessária para a implantação do blastocisto e para o 

desenvolvimento do endométrio uterino (Erskine, 1995) [Figura 2]. Dessa forma, a 

estimulação da porção cervical da vagina desencadeia dois picos diários de secreção de 

prolactina, sendo que esse efeito dura até o 10º dia de gestação. Isso serve para prolongar 

a função do corpo lúteo, além de interromper a ciclicidade estral. Esses picos de prolactina 

desencadeados pelo acasalamento mantém os níveis de progesterona necessários até por 

volta do 11º dia. A partir daí esses níveis são mantidos pela ação placentária sobre o corpo 

lúteo (Soares et al., 1991;  Erskine, 1995).  

Em relação ao estrógeno, sabe-se que durante a gestação, exceto próximo ao 

parto, seus níveis permanecem mais baixos do que os observados durante o ciclo estral 

(Shaikh, 1971). Contudo, um aumento é detectado no 4º dia de gestação, possivelmente 

relacionado a implantação embrionária (Yoshinaga, Hawkins, Stocker, 1969;  Shaikh, 

1971). Entre os dias 13 e 14 da gestação ocorre um novo pico de estrógeno, juntamente 

com um aumento na secreção de progesterona, possivelmente pelo aumento na secreção 

de prolactina devido a ação luteotrófica da placenta e uma secreção hipofisária do 

hormônio luteinizante [LH] (Schwartz, Talley, 1968;  Yoshinaga, Hawkins, Stocker, 

1969). A partir daí a secreção de estrógeno tem um significante aumento a partir do 22º 

dia de gestação, próximo ao parto, atingindo nesse período valores semelhantes aos 

encontrados no pico pré-ovulatório (Yoshinaga, Hawkins, Stocker, 1969). 
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1.2.3 Lactação 
 

Durante a lactação há uma intensa inibição nos neurônios produtores de GnRH. 

Essa inibição, juntamente com o aumento da secreção de prolactina e a manutenção do 

corpo lúteo, levam a uma ausência de ovulação (Smith, Neill, 1977).  

É proposto que no início da lactação a inibição da liberação de GnRH é atribuída 

principalmente ao estímulo da sucção (Smith, 1978). Durante a segunda metade essa 

supressão é devido a ação da prolactina, suprimindo a atividade de neurônios kiss 

(Araujo-Lopes et al., 2014;  Brown, Herbison, Grattan, 2014). A regulação da prolactina, 

por sua vez, ocorre de forma a manter os níveis necessários durante a lactação. Essa 

regulação se dá a partir de uma resposta adaptativa do hipotálamo: ocorre uma diminuição 

da sensibilidade ao efeito do feedback negativo exercido pela prolactina sob a inibição 

dopaminérgica do TIDA no ARC, resultando em um aumento nos níveis deste hormônio, 

que é também induzido pela sucção (Valdez et al., 2007). 

 

 

Figura 2 - Demonstração gráfica do efeito da estimulação da porção cervical da vagina (VCS) 

sobre a secreção de LH, Prolactina, Estradiol e Progesterona, para fins de ilustração do item 1.2.2. Legenda: 

No VCS: padrão hormonal apresentado durante o ciclo estral de ratas sem acasalamento. VCS: padrão 

hormonal até o quinto dia pós acasalamento. Área sombreada indica os níveis de prolactina. Retirado de 

Erskine et al. (1995).   
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Além do mais, durante a lactação há uma diminuição da responsividade 

hipotalâmica e hipofisária ao feedback positivo de estrógeno, mantendo baixos os níveis 

de secreção de LH (Smith, 1978;  Fukushima et al., 2006). 

Por fim, outro fator que contribui para a interrupção da ciclicidade ovariana é a 

secreção de progesterona pelo corpo lúteo (Smith, Neill, 1977), uma vez que durante a 

lactação o hipotálamo é o principal sítio de ação da progesterona, suprimindo a secreção 

pulsátil de LH (Lee et al., 1989). 

 

1.3 Influência dos hormônios ovarianos no hipotálamo (Eixo HPG) 
 

Os hormônios ovarianos, sobretudo o estrógeno, possuem importante controle 

sobre o hipotálamo. Um exemplo desse efeito é o eixo Hipotálamo-Hipófise-Gônada 

[HPG], classicamente descrito por Harris (1955). Atualmente já se sabe que o ciclo 

ovariano é caracterizado por secreção basal de LH e do hormônio folículo estimulante 

[FSH] onde a cada 4 ou 5 dias, em ratos, apresenta um aumento de liberação dessas 

gonadotropinas, promovendo a ovulação (Plant, 2015). O estradiol secretado pelos 

folículos em desenvolvimento exerce um efeito de feedback negativo em nível hipofisário 

e hipotalâmico durante essa fase folicular, sendo que esse efeito de feedback no 

hipotálamo se dá via receptores do tipo alfa de estrógeno em neurônios que apresentam 

kisspeptinas, neurocinina B e dinorfina, peptídeos moduladores da secreção de 

gonadotropina no ARC (Levine, 1997;  Lehman, Coolen, Goodman, 2010;  Yeo, 

Herbison, 2014;  Plant, 2015).  Dessa forma, esse efeito de feedback negativo parece ser 

modulador da amplitude dos pulsos de liberação de GnRH (Plant, 2015). Esse feedback 

negativo é tempo e dose-dependente (Couzinet, Schaison, 1993). Dessa forma, no fim da 

fase folicular, ocorre um feedback positivo de estrógeno no núcleo anteroventral 

periventricular (AVPV), outra região hipotalâmica com neurônios produtores de 

kisspeptina, promovendo assim um aumento no nível sérico de LH necessário para que 

ocorra a ovulação (Goodman, 1978;  Filicori, 1999;  Oakley, Clifton, Steiner, 2009).  

Além desse, outro fator controla fisiologicamente o pico pré-ovulatório de LH: os sinais 

diários sobre o núcleo supraquiasmático, com informações circadianas. A dependência 
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desses dois fatores [neural e endócrino], para o pico de LH permite que o comportamento 

sexual e a ovulação ocorram em uma mesma janela temporal (Levine, 1997). 

 

 

1.4 Hipotálamo: modulação endócrina, autonômica e comportamental 
 

O hipotálamo tem uma importante função na regulação de padrões relativos à 

sobrevivência, sendo responsável pela modulação endócrina, autonômica e 

comportamental em diversos aspectos (Swanson, 1987). Em relação a função reprodutiva 

sabe-se que o hipotálamo é um importante centro regulador dos comportamentos sexual 

e maternal (por exemplo, na MPOA e VMH) e da secreção de hormônios sexuais (ARC 

e AVPV) (Harris, 1955;  Swanson, 1987).  

Ainda sobre o hipotálamo, sabe-se que são produzidos diversos peptídeos 

moduladores da função reprodutiva. As kisspeptinas, produzidas nos núcleos ARC e 

AVPV são estimulantes dos neurônios produtores de GnRH (Oakley, Clifton, Steiner, 

2009). O ARC também produz a pró-opiomelanocortina, cujo peptídeo derivado, o 

hormônio estimulante de melanócitos [MSH] estimula o comportamento sexual 

(Bertolini, Gessa, 1981;  Thody, Wilson, Everard, 1981). Além desses, o hormônio 

adrenocorticotrófico [ACTH] é um exemplo de hormônio extra ovariano que também é 

capaz de modular o comportamento sexual (Donovan, 1978;  Gray, Gorzalka, 1980). A 

liberação de ACTH é estimulada pelo hipotálamo através da liberação do hormônio 

liberador de corticotropina [CRH] no PVH  (Herman et al., 2003;  Brunton, Russell, 

2008). 

Outro peptídeo hipotalâmico relacionado a função reprodutiva é o hormônio 

concentrador de melanina [MCH]. É proposto que o mesmo atue como intermediário na 

regulação entre o balanço energético e a função reprodutiva, fazendo uma comunicação 

entre os níveis de leptina e neurônios produtores de GnRH (Thong, Graham, 1999;  

Williamson-Hughes, Grove, Smith, 2005). Além do mais, o MCH deve atuar como um 

neuromodulador no controle da liberação de hormônios pré-ovulatórios (Gonzalez, 

Baker, Wilson, 1997). Experimentos in vitro demonstraram um aumento dos níveis dos 

hormônios LH e FSH após incubação com MCH (Chiocchio et al., 2001). Essa 

estimulação parece ser condicionada a altas concentrações de estrógenos (Chiocchio et 

al., 2001;  Williamson-Hughes, Grove, Smith, 2005). Estudos demonstraram também que 
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esse peptídeo estimula a liberação de LH quando administrado na MPOA (Gonzalez, 

Baker, Wilson, 1997).  

 

1. 5 O Hormônio concentrador de melanina   
 

O MCH é um nonadecapeptídeo [em mamíferos] cíclico cujos neurônios 

produtores estão localizados principalmente nas regiões do hipotálamo lateral, zona 

incerta, além do tubérculo olfatório e formação reticular pontina paramediana, com 

extensas projeções para todas as regiões encefálicas, com exceção dos núcleos motores 

do tronco encefálico e do cerebelo (Bittencourt et al., 1992).  

Em mamíferos o MCH se revela como um peptídeo ortólogo do encontrado em 

teleósteos. Este é proveniente de um precursor, o pré-pró-hormônio concentrador de 

melanina (ppMCH), que codifica outras duas cadeias peptídicas, o Neuropeptídeo ácido 

glutâmico - E -, isoleucina – I [NEI – com atividade biológica já comprovada, vide 

(Bittencourt, Celis, 2008)] e o Neuropeptídeo glicina - G -, ácido glutâmico – E [NGE – 

até o momento sem muitas descrições de sua atividade biológica] (Nahon et al., 1989) . 

Classicamente descrito como um peptídeo com função no controle da 

pigmentação de peixes teleósteos, em antagonismo com o -MSH (Kawauchi et al., 1983;  

Mizusawa et al., 2012), atualmente já se conhece diversas funções atribuídas ao MCH, 

como ingestão alimentar e regulação homeostática (Qu et al., 1996;  Flier, Maratos-Flier, 

1998), influência no ciclo vigília-sono (Verret et al., 2003;  Tsunematsu et al., 2014), 

aprendizado e memória (Monzon et al., 1999;  Sherwood et al., 2012), modulação da 

atenção (Wheeler et al., 2014), regulação sensorial de pistas olfatórias (Adams et al., 

2011), integração da resposta ao stress e ansiedade (Baker, Bird, Buckingham, 1985;  

Borowsky et al., 2002), além da integração do balanço energético e função reprodutiva 

(Williamson-Hughes, Grove, Smith, 2005;  Naufahu, Cunliffe, Murray, 2013). Assim, o 

MCH funciona como um neuromodulador em diversas funções (Nahon et al., 1993).    

 

1.5.1 MCH na lactação 
 

Além das funções previamente descritas, é sabido que o MCH está relacionado 

ao comportamento maternal. Durante a lactação o MCH apresenta dois novos sítios de 
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expressão: a MPOA, conhecidamente relacionada ao comportamento maternal, e a região 

anterior do PVH (Knollema et al., 1992;  Numan, 2006;  Rondini et al., 2010).  Dados do 

nosso grupo vão além, e demonstram que o pico dessa expressão se dá no fim do período 

de lactação (Rondini et al., 2010). Esses estudos colocam o MCH como um peptídeo 

possivelmente relacionado ao controle do término da lactação. Outro estudo do nosso 

grupo demonstrou que durante esse mesmo estado fisiológico, fibras MCHérgicas se 

projetam para a lâmina interna da eminência mediana em aproximação com fibras 

ocitocinérgicas e com potencial relação funcional (Costa, 2013).   

 

1.5.2 MCH em tecidos periféricos 
 

Diversos neuropeptídeos presentes no sistema nervoso central são também 

encontrados em órgãos periféricos (Waite, Geib, King, 2014). A partir de um estudo 

realizado em 1993, foi observado a expressão do MCH em outros tecidos além do 

encéfalo. Essa expressão periférica foi verificada então em tecido cardíaco, no trato 

gastrointestinal e também em glândulas produtoras dos hormônios sexuais masculinos, 

os testículos (Nahon et al., 1993;  Hervieu, Nahon, 1995). Em testículos, o MCH se 

localizar especificamente nas células de Sertoli (Hervieu, Nahon, 1995). Essas células 

somáticas presentes no epitélio dos tubos seminíferos são importantes na 

espermatogênese por formarem uma barreira hemato-testicular, além de darem 

sustentação e nutrição às células germinativas (Jiang et al., 2014).  

A transcrição do gene Pmch, isto é, o gene codificante do peptídeo MCH é menor 

em tecidos periféricos, de forma que a quantidade deste RNAm representa apenas 1-2% 

da expressão no encéfalo (Hervieu, Nahon, 1995). Sabe-se que o RNAm do Pmch 

expresso em tecidos periféricos apresenta um tamanho distinto em relação ao encontrado 

no hipotálamo (Nahon et al., 1993). Nesse mesmo trabalho, esse grupo demonstrou que 

o tamanho do RNAm varia se comparado entre os tecidos, isso devido possivelmente a 

mudanças na cauda poli A. Esse mesmo grupo propôs que a quantidade de RNAm 

encontrada seja variável de acordo com o estado fisiológico do animal (Nahon et al., 

1993).   
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2 JUSTIFICATIVA  

Trabalhos prévios demonstram a presença da proteína MCH e da expressão do 

RNAm do Pmch não apenas no SNC, bem como em tecidos periféricos, destacando-se 

aqui os testículos - as glândulas produtoras dos hormônios sexuais masculinos. Isso nos 

levou a buscar a presença do MCH também na gônada produtora dos hormônios sexuais 

femininos, isto é, o ovário, e estudar a sua colocalização entre os tipos celulares ovarianos.  

 Por outro lado, já se sabe que devido a associação com fibras ocitocinérgicas na 

eminência mediana, o MCH pode atuar como um modulador da função reprodutiva e do 

comportamento maternal. Esses dados em conjunto justificam a investigação da 

expressão do transcrito do MCH e imunorreatividade ao MCH em tecido periférico 

relacionado à reprodução sob diferentes condições fisiológicas: durante cada fase do ciclo 

estral, em ratas gestantes e lactantes. 

Além disso, o estudo da interrelação entre o MCH e outros hormônios, como a 

prolactina e a progesterona, através da quantificação sérica poderá melhorar o 

entendimento de sua participação no fenômeno biológico da reprodução. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Caracterizar o hormônio concentrador de melanina no ovário de ratas Sprague-

Dawley [Rattus norvegicus] em diferentes fases do ciclo reprodutivo.  

 

3.2 Objetivos específicos 

a) Caracterizar o MCH no ovário de ratas nas fases do ciclo estral: proestro, 

estro, metaestro e diestro.  

b) Caracterizar o MCH no ovário de ratas durante o período da gestação e em 

diferentes momentos da lactação. 

c) Medir os níveis séricos dos hormônios progesterona, prolactina e MCH de 

ratas nas diferentes fases do ciclo estral, ovariectomizadas, gestantes e lactantes através 

de ensaio imunoenzimático.  

  



 

 
 

 

 

 

 

METODOLOGIA 

 

 

 

 

 
“Ainda que eu conheça todos os mistérios e toda a ciência 

 Se eu não tiver amor, nada serei”  

(Paulo – I Coríntios 13: 2) 
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4 METODOLOGIA 

4.1 Animais 
 

Foram utilizadas 78 fêmeas [6 para cada grupo] e 13 machos [3 para controle e 

10 para acasalamento] da linhagem Sprague-Dawley, com idade inicial de dois meses, 

pesando 200 – 350 g, todos em fase reprodutiva. Estes foram criados no Biotério do 

Departamento de Anatomia e mantidos em ambiente controlado, a temperatura ambiente 

de 22 ± 2 ºC, ciclo claro/escuro (12/12 horas), sendo as luzes acesas às 7 horas, e apagadas 

às 19 horas, com água e ração ad libitum. Foram mantidos 5 animais por gaiola, exceto 

gestantes e lactantes, que foram mantidas em gaiolas individuais com seus respectivos 

filhotes.  

Os protocolos utilizados estão de acordo com a Diretriz Brasileira para o 

Cuidado e a Utilização de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Científica - 

DBCA (CONCEA, 2016). Ademais, este projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo 

(CEUA – ICB/USP), com protocolo registrado sob o nº 31, nas fls 30, do livro 3 para uso 

de experimentação animal em 18/06/2015. 

 

4.2 Determinação do Ciclo Estral 
 

O ciclo estral das ratas foi determinado utilizando a técnica de lavado vaginal 

através da injeção e coleta de solução salina [0,9% de NaCl] com uma pipeta descartável, 

depositada em lâminas. O material coletado foi então analisado ao microscópio de luz 

com aumento de 10X e a fase do ciclo foi determinada de acordo com a proporção dos 

três tipos de células: epiteliais, cornificadas e leucócitos (Marcondes, Bianchi, Tanno, 

2002). Assim temos as definições de cada fase: 1] diestro, onde observa-se uma 

predominância de leucócitos; 2] proestro, onde há abundância de células epiteliais 

nucleadas, muitas vezes formando aglomerados; 3] estro, onde predominam células 

anucleadas cornificadas e, 4] metaestro, onde há uma proporção semelhante dos três tipos 
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celulares [Figura 3]. Apenas os animais que apresentaram dois ciclos estrais regulares no 

período de 15 dias de determinação foram utilizados. 

 

  

 

Figura 3 - Demonstração das fases do ciclo estral pela técnica do lavado vaginal. Fotomicrografias em 

campo claro de lâminas coradas pelo método de azul de toluidina para fins de ilustração do item 4.2. [A] 

proestro com células epiteliais formando cachos identificados pelas setas, [B] estro, com células anucleadas; 

[C] metaestro com a presença dos três tipos celulares, [D] diestro, com predomínio de leucócitos. Modificado 

de (Cora, Kooistra, Travlos, 2015)  

 

4.3 Grupos Experimentais  
 

Os animais foram aleatoriamente separados em grupos, descritos a seguir:  

 

A. Grupo controle: ratos machos  

B. Grupos Ciclo estral: fêmeas virgens em idade reprodutiva eutanasiadas em 

cada fase do ciclo estral 

B.1 Grupo proestro  

B.2 Grupo estro  

B.3 Grupo metaestro  

B.4 Grupo diestro  

C. Grupo gestação: fêmeas eutanasiadas no 10º dia de gestação 

D. Grupos Lactação: fêmeas eutanasiadas em diferentes momentos do período 

de lactação 

A B 

C D 
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D.1. Grupo 5º dia de lactação: eutanasiadas no início do período de lactação 

D.2. Grupo 12º dia de lactação: eutanasiadas no meio do período de lactação 

D.3. Grupo 19º dia de lactação: eutanasiadas no final do período de lactação 

D.4.Grupo 26º dia de lactação com desmame: eutanasiadas no período 

posterior à lactação, separadas dos filhotes no 21º de lactação 

D.5.Grupo 26º dia de lactação sem desmame: eutanasiadas no período 

posterior à lactação, mantidas com os filhotes até o dia do sacrifício.  

E. Grupo ovariectomia: fêmeas ovariectomizadas e eutanasiadas em diferentes 

períodos 

E.1: 4º dia pós ovariectomia: fêmeas ovariectomizadas no diestro e 

eutanasiadas 4 dias após a cirurgia 

E.2: 8º dia pós ovariectomia: fêmeas ovariectomizadas no diestro e 

eutanasiadas 8 dias após a cirurgia 

E.3: 12º dia pós ovariectomia: fêmeas ovariectomizadas no diestro e 

eutanasiadas 12 dias após a cirurgia 

 

4.4 Eutanásia dos animais e coleta dos tecidos 
 

Os animais foram eutanasiados por decapitação para a coleta de sangue, ovários 

e testículos. Para a obtenção do plasma, o sangue foi coletado em tubos contendo 100 μl 

de EDTA [O,5 M] + 10 μl de coquetel inibidor de protease [Sigma®]/mL de sangue. 

Após a coleta, o sangue foi deixado em repouso à temperatura ambiente por 30 minutos 

antes de ser centrifugado a 10.000 g e 5 ºC, durante 10 minutos, sendo essa centrifugação 

realizada duas vezes. O plasma foi então separado e armazenado a temperatura de -80 ºC 

até o momento da dosagem hormonal. As coletas de sangue foram realizadas de forma 

padronizada as 13 horas. 

Após a decapitação e coleta do sangue, os ovários e testículos também foram 

coletados. A forma de armazenamento se deu de acordo com a técnica a ser utilizada em 

cada caso. Os tecidos utilizados na reação de imuno-histoquímica e na coloração de 

hematoxilina e eosina [H&E] após a coleta foram fixados em duas soluções diferentes 

para testar a melhor fixação para o tecido em questão: solução de methacarn [1mL, 60% 

metanol, 30% clorofórmio, 10% ácido acético] ou formaldeído 4% em PBS [1mL].  
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Para a técnica de RT- PCR, os ovários coletados foram armazenamos em solução 

de TRIzol® [Invitrogen, Carlsbad, CA, USA], à temperatura de -80 ºC. Para a técnica de 

western blotting foram coletados e armazenados à temperatura de -80 ºC, bem como para 

a hibridização in situ cujo armazenamento foi em solução de Optimal Congelation 

Temperature [Tissue-Tek® Sakura Finitek USA, Inc., Torrance, California, USA], 

mantido a -80 ºC.  

 

4.5 Cortes Histológicos e Coloração por Hematoxilina e Eosina 
 

Os ovários, após serem processados e incluídos em parafina, foram cortados em 

microtómo de parafina [Micrótomo Spencer 820, American Optical Corporation, Buffalo, 

NY, EUA] e os cortes obtidos na espessura de 5μm foram montados em lâminas de vidro.  

A coloração por hematoxilina e eosina foi realizada para análise estrutural do 

tecido. Após o corte e montagem em lâminas, estes foram colocados em estufa a 36 ºC. 

Em seguida foram realizadas lavagens em álcool 100% [2 vezes de 5 minutos], em álcool 

95% [2 vezes de 5 minutos] e em álcool 85% e 70% [1 vez de 5 minutos, cada], 

respectivamente. Posteriormente as lâminas foram lavadas por aproximadamente 3 

minutos em água corrente para retirada do excesso de álcool, sendo em seguida 

mergulhadas em hematoxilina de Harris [5 minutos], retirando o excesso com água 

corrente e então mergulhadas em eosina de Putt por 3 minutos, retirando novamente o 

excesso com água corrente. O passo seguinte foi a desidratação dos cortes, passando as 

lâminas em álcool 95% [2 vezes de 2 minutos], em álcool 100% [2 vezes de 2 minutos], 

em álcool/xilol 50% [1 vez de 2 minutos], em xilol I, II e III [1 vez de 2 minutos, cada]. 

As lâminas foram então cobertas com lamínulas usando DPX como meio de montagem. 

Posteriormente, os cortes histológicos foram observados em campo claro com o auxílio 

de um microscópio Leica DMR. As fotomicrografias foram adquiridas com uma câmera 

digital SPOT RT® [Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, EUA], adaptada ao 

microscópio. O programa Adobe Photoshop 13.0 foi utilizado para combinar as 

fotomicrografias em pranchas. Apenas nitidez, contraste e luminosidade foram ajustados. 
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4.6 Hibridização in situ 
 

Essa técnica detecta sequências de RNAm no tecido, pela hibridização in situ 

com sondas marcadas com radioisótopo 35S. Ela foi utilizada com a finalidade de 

identificação do RNAm do Pmch e foi realizada com cuidado para que todas as soluções 

fossem livres de RNase e preparadas a partir de água tratada com dietilpirocarbonato 

[DEPC] e autoclavadas. As sondas foram geradas a partir de um plasmídeo linearizado, 

por meio de digestão enzimática, e da transcrição in vitro utilizando 35S -UTP e uma 

enzima específica para o plasmídeo. As sondas foram purificadas em colunas de resina, 

após a digestão com DNAase e então diluídas em solução de hibridização.  

Previamente à hibridização, os cortes foram montados em lâminas e pré-tratados 

com proteinase K e anidrido acético. Após essa etapa, cada lâmina recebeu a solução 

contendo a sonda [~100 μL] e uma lamínula flexível para sua cobertura, onde 

permaneceram incubadas a 56 ºC por aproximadamente 14 horas. No dia seguinte, as 

lamínulas foram removidas por meio de banho em tampão de 2 X cloreto de sódio/citrato 

de sódio [SSC], quando, então, a série foi incubada em solução com 0,002% de RNAase 

A em 0,5 M NaCl, 10 mM Tris-HCl e 1 mM EDTA. Posteriormente, as lâminas foram 

mergulhadas em concentração decrescente de SSC, desidratadas e colocadas em filme 

autoradiográfico pelo período de aproximadamente 24 horas. Após avaliação da 

efetividade da sonda, através da revelação do filme, passamos à fase de cobrir as lâminas 

com emulsão fotográfica líquida para a detecção do sinal. Após 15 a 20 dias na emulsão 

fotográfica, os cortes foram revelados e fixados com as respectivas soluções, desidratados 

em soluções crescentes de álcoois e deslipidificados com xilol e as lâminas cobertas com 

lamínulas e meio de montagem DPX. 

 

4.7 Imuno-histoquímica 
 

4.7.1 Método da peroxidase 
 

Essa técnica foi realizada com a finalidade de identificação in situ das células 

que apresentam a proteína MCH no tecido ovariano. O princípio dessa técnica é baseado 

na interação do antígeno [nesse caso, a proteína MCH] e o anticorpo específico. Para isso, 

os cortes de ovário já montados em lâminas, foram lavados em solução tampão potássio 
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fosfato de sódio 0,02 M [KPBS]. Em seguida, para a exposição do antígeno, foi feita a 

recuperação antigênica com as lâminas mergulhadas em tampão citrato de sódio [pH = 6] 

por 5 minutos em microondas, e então lavadas em água oxigenada [3%]. Os cortes foram 

incubados com o anticorpo primário, anti-rMCH [anticorpo primário policlonal anti-

MCH, feito em coelho, PBL#234, rMCH, Dra. Joan Vaughan, The Salk Institute] na 

concentração 1:1000, em estufa, à 37 ºC por 1 hora e em seguida mantidos a 4 ºC durante 

aproximadamente 18 horas. A seguir, a incubação com o anticorpo secundário [anticorpo 

secundário biotinilado anti-coelho feito em cabra - Vector® BA-1000] foi realizada à 

temperatura de 37 ºC por 1 hora seguida da exposição ao complexo Avidina-Biotina 

[1:333, Vector®], amplificador do sinal por 1hora a temperatura ambiente. A reação foi 

feita utilizando o cromógeno tetracloreto de diaminobenzidina - DAB [0,02 mg/µl] e 

peróxido de hidrogênio [0,3%].  

 

4.7.2 Método da fosfatase alcalina 
 

De maneira semelhante ao descrito para o método da peroxidase, nesta técnica os 

cortes de ovários já montados em lâminas foram submetidos a uma etapa de recuperação 

antigênica com as lâminas mergulhadas em tampão de citrato de sódio e ácido cítrico [pH 

= 6] e levadas ao micro-ondas por duas vezes de cinco minutos cada. Após essa etapa 

foram realizadas duas lavagens em tampão Tris Salina 0,02 M, pH = 7,4 + triton a 3% 

[TBST]. Para bloqueio da fosfatase alcalina endógena foram realizadas duas lavagens de 

10 minutos cada em solução de ácido acético a 8%, seguidas de outras duas lavagens de 

5 minutos em TBST.  

Posteriormente os tecidos foram incubados em solução de BSA a 3% com glicina 

0,3% e tween 0,1% em TBS por uma hora, seguida de uma incubação por 

aproximadamente 18 horas de anticorpo primário anti-rMCH [anticorpo primário 

policlonal anti-MCH, feito em coelho, PBL#234, rMCH, Dra. Joan Vaughan, The Salk 

Institute] na concentração de 1:1000 em TBST, a 4 ºC. Após o que, a incubação com o 

anticorpo secundário [anticorpo secundário biotinilado anti-coelho feito em cabra - 

Vector® BA-1000] foi feita em TBST, na concentração 1:250 a temperatura ambiente 

por 1hora seguida pela exposição ao complexo Avidina-Biotina [1:50, Vector®], 

amplificador do sinal. A revelação foi feita utilizando SIGMAFAST™ Fast Red 
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TR/Naphthol AS-MX Tablets em tampão Tris [Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA]. Os 

tecidos foram mantidos em contato com essa solução com a reação sendo interrompida 

após 3 minutos pela lavagem em água destilada. Logo após o fim dessa reação de imuno-

histoquímica os cortes foram submetidos a coloração por hematoxilina de Meyer por 2 

minutos e rápido mergulho em solução de corante amarelo em água destilada, para 

facilitar a identificação da estrutura do tecido, bem como da marcação obtida. As lâminas 

foram mantidas por 1hora em estufa a 36 ºC para secagem e cobertas com lamínulas 

utilizando tampão glicerol em PBS [9:1] como meio de montagem. 

 

4.8 Transcrição reversa seguida pela reação em cadeia da polimerase 

 (RT- PCR) 
 

Essa técnica foi realizada com a finalidade da confirmação da presença do 

RNAm do Pmch no ovário. Para a extração do RNA do tecido foi utilizado o reagente 

Trizol® (500 μL por tubo), seguindo um protocolo padrão de homogeneização com 

politron, centrifugação com clorofórmio a 12.000 g por 15 minutos a temperatura de 4 

ºC. Após a retirada do sobrenadante e adição de isopropanol foi realizada nova 

centrifugação nas mesmas condições. Por fim, a solução foi colocada para secar e o pellet 

ressuspendido em água DEPC antes da quantificação. 

A etapa seguinte foi a de corrida do RNA em gel de de agarose para avaliação 

da sua integridade. Essa etapa foi então seguida pelo tratamento com DNAse, construção 

da biblioteca de cDNA e amplificação da sequência de interesse pela reação em cadeia 

da polimerase.  Os primers necessários para a reação foram desenhados a partir da 

sequência gênica do Pmch, extraído do banco de dados NCBI - GenBank. As sequências 

dos primers sense e antisense estão descritas na tabela 1. O produto de PCR gerado a 

partir desses primers apresenta um tamanho de 379 pares de base (pb). Desenhamos 

também primers para o gene constitutivo GAPDH para utilizar como controle em nossa 

reação. As sequências estão descritas na tabela 1. 
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Tabela 1-  Sequência dos primers utilizados na reação de PCR para amplificação do 

transcrito reverso a partir do RNAm do Pmch e do GAPDH 

 

 PRIMER SEQUÊNCIA BASES 

SENSE MCH CACAGGAAAAGAGGGAAATTGG 22 

ANTISENSE  AGGTATCAGACTTGCCAACAG 21 

SENSE GAPDH GGTCGGTGTGAACGGATTT 19 

ANTISENSE  TGGAAGATGGTGATGGGTTTC 21 

 

 

Após a corrida das amostras em gel de agarose [1%] por 20 minutos, foram feitas 

fotografias para posterior análise da densitometria das bandas utilizando o programa 

ImageJ. Os valores de densidade integrada obtidos foram normatizados pelos valores 

obtidos na quantificação do gene constitutivo GAPDH. O resultado obtido da diferença 

entre GAPDH e MCH foi utilizado na análise estatística. 

 

4.9 Western blotting 
 

Para a técnica de western blotting seguimos o protocolo descrito a seguir. Os 

ovários foram homogeneizados usando tampão RIPA (Sigma®) enriquecido com coquetel 

de inibidores de proteases e fosfatases (1:100, Sigma®). As amostras foram centrifugadas 

por 20 minutos à 14.000 RPM. O sobrenadante foi então separado e dosado quanto ao 

conteúdo protéico usando-se uma solução para ensaio colorimétrico (Pierce BCA Protein 

Assay, Thermo Scientific). Após quantificação, 50 μg de proteínas foram submetidas à 

eletroforese em gel de acrilamida (12% SDS-PAGE) e, em seguida, foram eletro-

transferidas para membranas de nitrocelulose. Após a transferência e os ciclos de 

lavagens, foi feito o bloqueio durante 1 hora com 5% de BSA. Posteriormente as 

membranas foram incubadas overnight à 4 ºC com os seguintes anticorpos primários: 

anti-MCH e anti-beta actina em 1% de BSA diluído em TBS-T (25 mM de Tris, 125 mM 

de NaCl e 0,1% de Tween 20). Após 3 ciclos de lavagens de 10 minutos cada, as 

membranas foram incubadas com o anticorpo secundário IRDye 800CW ou IRDye 
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680CW (1:10,000, Li-COR) durante 45 minutos, diluído em TBS-T e lavadas em 3 ciclos 

de 10 minutos. 

As proteínas foram visualizadas e analisadas utilizando o sistema Odyssey (Li-

COR). As expressões proteicas foram normalizadas de acordo com a beta actina. 

 

4.10 Ensaio imunoenzimático 
 

Para a realização da quantificação de hormônios no plasma obtido dos animais 

foi utilizada a técnica de ensaio imunoenzimático através da utilização dos seguintes kits 

comerciais: Melanin Concentrating Hormone Fluorescent Immunoassay Kit, [Phoenix 

Pharmaceuticals® (FEK-070-47)], Progesterone Elisa [Biovendor® (RCD020R)] e 

Prolactin Elisa [Calbiotech® (PR063F-100)]. 

Somente as amostras para a dosagem do MCH foram previamente centrifugadas 

a vácuo em speed-vac por 8 horas, seguido por outro período de mais 8 horas. Esse 

procedimento fora realizado visando obter melhores resultados, como sugerido no kit 

comercial utilizado.  

Assim, em todas as dosagens, uma alíquota das amostras foi incubada em uma 

placa coberta com anticorpos, e após lavagens em solução tamponada uma solução 

contendo os hormônios quantificados conjugados a biotina foi adicionada a cada um dos 

poços. Após um novo período de incubação, os poços foram novamente lavados e então 

incubados em solução do cromógeno TMB [1,2,4-trimetilbenzeno]. A intensidade de 

reação do cromógeno foi então avaliada em um leitor de placas [BioTek Synergy 2] e 

através de uma curva padrão foi feita a interpolação para obtenção dos valores de 

hormônios em cada uma das amostras. 

 

4.11 Análise estatística 
 

Os dados quantitativos foram submetidos a métodos estatísticos para análise de 

significância. Os valores obtidos foram submetidos ao teste de Grubbs para verificação 

de outliers, e em seguida os grupos amostrais foram submetidos ao teste de Kolmogorov-

Smirnov para verificação de normalidade e ao teste de Bartlett para verificação da 

homocedasticidade. No caso de amostras normais utilizamos o método de ANOVA para 

verificação de diferenças significantes entre as médias dos grupos. No caso de amostras 
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que não passaram pelos testes de Kolmogorov-Smirnov utilizamos o teste não-

paramétrico de Kruskal-Wallis para avaliar se há diferença entatística significante entre 

os grupos. Em todos os casos foi utilizado p<0.05 como limite de significância. As 

análises foram acompanhadas do teste de Dunn para múltiplas comparações entre os 

grupos experimentais. Todas as análises foram feitas utilizando o software de estatística 

Prism 5 (GraphPad). 

 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

RESULTADOS E  

DISCUSSÃO 

 

 

 
“I may never find all the answers. 

 I may never understand why.  

I may never prove what I know to be true.  

But I know that I still have to try” 

(Dream Theater)
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Análise histoquímica   
 

A coloração histológica permitiu a observação da citoarquitetura do tecido 

ovariano, bem como a diferenciação de estruturas específicas do tecido. Esse resultado 

serviu de auxílio durante a identificação do tipo celular reativo à reação de imuno-

histoquímica [Figura 4].  

Assim, observamos no ovário duas regiões: o córtex, onde estão distribuídos os 

folículos em vários estágios do desenvolvimento e os corpos lúteos, que são folículos pós 

oocitação; e a medula, região que contém tecido conjuntivo frouxo, além de vasos 

sanguíneos e nervos.  

 

 

5.2 Análise do transcrito (RNAm) do Pmch no ovário 
 

5.2.1 Hibridização in situ 
 

O método de hibridização in situ revelou a expressão do RNAm do Pmch no 

ovário de ratas. Os cortes de ovário apresentaram marcação característica com a sonda 

radioativa, evidenciada pela deposição dos grânulos de prata [Figura 5].  

Esse resultado nos indica que há uma produção local do transcrito do gene 

codificante do MCH [Pmch] no ovário, porém ainda não sabemos o que modula 

localmente essa transcrição gênica.  

 Viale, Kerdelhue e Nahon (1999) sugerem uma possível modulação da 

transcrição gênica do Pmch pelo estradiol, uma vez que os níveis de imunorreatividade 

ao MCH hipotalâmico aumenta após 72 horas de reposição de estrógeno em macacas 

ovariectomizadas, coincidindo com o pico de LH. Dessa forma, o MCH pode estar 

envolvido na regulação do hormônio pré-ovulatório – LH.  

A regulação local de produção de MCH no ovário é objetivo de estudos futuros.  
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5.2.2 Transcrição reversa seguida pela reação em cadeia da polimerase          

(RT-PCR) 
 

Visando corroborar os achados prévios obtidos pela hibridização in situ e com a 

intenção de obter um resultado semi quantitativo acerca da transcrição gênica do Pmch 

no ovário, realizamos a técnica da PCR pela transcrição reversa. 

Nossos dados indicam que há de fato expressão do RNAm do Pmch no tecido 

ovariano, porém essa expressão não varia com as fases do ciclo reprodutivo analisadas. 

Os valores médios obtidos de cada grupo não puderam ter sua normalidade comprovada 

através do teste de Kolmogorov-Smirnov em função do limitado espaço amostral, de 

forma que após serem submetidos ao teste de Kruskal-Wallis não observamos diferenças 

estatisticamente significantes, tanto para o grupo de ciclo estral (p = 0.14) quanto para o 

grupo de gestação e lactação (p = 0.27). Os resultados podem ser observados graficamente 

na Figura 6. Dessa forma, não existe variação estatisticamente significante na expressão 

do RNAm do Pmch durante as diferentes fases do ciclo reprodutivo. 

Sendo assim, a produção do MCH parece sofrer uma regulação constante ao 

longo dessas fases, porém o fator determinante desta regulação é ainda desconhecido.   
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5.3 Análise do peptídeo MCH no ovário  
 

5.3.1 Imuno-histoquímica 
 

Com a finalidade da identificação in situ das células produtoras do peptídeo 

MCH no ovário, submetemos os cortes desse tecido ao método de imuno-histoquímica, 

que demonstrou a presença de células imunorreativas.  

 

5.3.1.1 Imuno-histoquímica pelo método da peroxidase 
 

Houve a padronização da imuno-histoquímica pelo método da peroxidase para 

o MCH em ovário. Como controle positivo da reação foram utilizados cortes de testículo, 

que como esperado, apresentaram marcação, validando a técnica [Figura 7]. Uma vez 

confirmada a reação do controle positivo, submetemos cortes de ovário ao método da 

imuno-histoquímica, que revelou a presença de células imunorreativas ao anticorpo do 

MCH em tecido ovariano. [Figura 7]. Contudo, observamos que este método de coleta e 

fixação do tecido não permitiu a obtenção de cortes com excelente qualidade histológica, 

prejudicando a posterior análise de sua estrutura e, de certa forma, dificultando a 

identificação do tipo celular reativo ao anticorpo utilizado. Para solucionar esse problema 

buscamos uma nova forma de processamento.  
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5.3.1.2 Teste do fixador 
 

Duas novas fixações foram testadas de forma a obter tecido íntegro, com boa 

morfologia e com boa marcação: a) formaldeído 4% em PBS, ou b) solução de methacarn 

[60% metanol, 30% clorofórmio, 10% ácido acético].  De acordo com nossos objetivos, 

foi com o segundo método de fixação [mathacarn] que obtivemos nossos melhores 

resultados [Figura 8]. 

 

5.3.1.3 Titulação do anticorpo MCH em tecido ovariano 
 

Os ovários fixados em methacarn foram submetidos a um teste de titulação para 

padronização da melhor concentração do anticorpo. As seguintes concentrações foram 

testadas: [1:300], [1:1.000], [1:3.000] e [1:30.000]. Como resultado, observamos que na 

imuno-histoquímica pelo método da fosfatase alcalina a melhor concentração do 

anticorpo anti-MCH em tecido ovariano foi de 1:1.000 [Figura 9]. 
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5.3.1.4 Imuno-histoquímica pelo método da fosfatase alcalina 
 

Houve a padronização dessa técnica para o MCH em tecido ovariano. 

Verificamos a presença de imunorreatividade em todos os grupos experimentais: em 

ovários coletados em todas as fases do ciclo estral [Figura 10], e de ratas no período de 

gestação e lactação [Figuras 11 e 12].  
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a) Controle positivo da reação 

Cortes de testículo de ratos foram utilizados para as reações de controle positivo para 

o MCH. A reação foi capaz de revelar padrão consistente de imunomarcação para MCH 

nesse tecido [Figura 13].  

 

b) Controle negativo da reação pela omissão do anticorpo primário 

Como controle negativo realizamos o mesmo protocolo em ovário, apenas 

omitindo a incubação em anticorpo primário, sendo utilizada somente solução tampão. O 

anticorpo secundário e o complexo avidina-biotina foram mantidos. Essa reação não foi 

capaz de revelar imunomarcação no ovário [Figura 13].  

 

c) Controle de negativo da reação pela substituição por anticorpo irrelevante  

Para garantir a especificidade da marcação encontrada realizamos o teste do 

anticorpo irrelevante (Malik, Lillehoj, 1994). Este consiste em incubar como anticorpo 

primário outro anticorpo, cujo antígeno esper-ase que não seja produzido no tecido. Esse 

anticorpo deve ser produzido na mesma espécie animal que o anticorpo de interesse, para 

descartar a possibilidade de uma marcação inespecífica.  Essa reação também não revelou 

a presença de imunomarcação no ovário [Figura 13].  
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A imuno-histoquímica revelou marcação em corpo lúteo e na medula ovariana 

[Figura 14]. Esse resultado foi consistente em todas as fases do ciclo reprodutivo 

analisadas. Contextualizando essas estruturas descritas temos que, o ovário consiste em 

duas regiões distintas: o córtex, contendo folículos produtores do ovócito e os corpos 

lúteos; e medula formada por tecido conjuntivo frouxo, além de nervos e vasos 

sanguíneos.   

Nossos dados confirmam a presença de imunorreatividade do MCH em corpo 

lúteo, que são folículos pós-ovulatórios, secretores de progestinas e estrógenos. O corpo 

lúteo é formado por uma reorganização do folículo após o processo de oocitação: as 

células da camada granulosa dos folículos juntamente com as células da teca sofrem 

alteração morfológica, aumentando de tamanho e armazenando lipídeos. O corpo lúteo é 

uma estrutura transitória cuja função é a preparação dos órgãos internos para a gravidez. 

Caso essa não ocorra este começa a se degenerar, formando o corpo albicans, porém, se 

ocorrer, o corpo lúteo aumenta de tamanho, secretando progesterona que contribui para a 

interrupção do desenvolvimento cíclico dos folículos. 

Além do corpo lúteo, encontramos marcação na medula ovariana. Esta, no 

animal adulto, além das estruturas previamente descritas, contém em uma rede ovárica 

rudimentar, resquício embrionário da gônada antes indiferenciada.   

Hervieu e Nahon (1995) descreveram a presença de RNAm do Pmch em tecidos 

periféricos, incluindo testículos. Nestes, observaram a presença especificamente em 

células de Sertoli. Estas são células de sustentação, que com seu complexo de junções 

oclusivas e do tipo gap formam um microambiente para o desenvolvimento dos 

espermatozoides, nos túbulos seminíferos.  

Em uma abordagem embriológica notamos que folículos ovarianos e túbulos 

seminíferos possuem uma origem comum: os cordões gonadais, estruturas epiteliais que 

penetram na gônada indiferenciada. Nossos dados mostram pela primeira vez que o MCH 

está localizado em corpo lúteo, estrutura derivada dos folículos após o processo de 

oocitação. Ainda não compreendemos a ausência de marcação em células foliculares pré-

ovulatórias ou o motivo da expressão do peptídeo se dar apenas após a transformação em 

corpo lúteo.  
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A tabela 2 compara os resultados até então registrados da presença do MCH em 

gônadas. 

 

Tabela 2 -  Registros da presença do MCH em gônadas: estruturas derivadas dos 

cordões gonadais e suas respectivas localizações.   

 

 Embrião XY Embrião XX 

Medula Rede testicular [a] Rede ovárica [b] 

Córtex Túnica albugínea Folículo primordial [b] 

 

Legenda: Estruturas derivadas dos cordões gonadais e suas respectivas localizações. A estrutura 

identificada com [a] é registrada no trabalho de Hervieu e Nahon (1995) como portadoras do RNAm 

do Pmch; estruturas com [b] são identificadas nosso trabalho como imunorreativas ao anticorpo anti-

rMCH. 

 

 

 

5.3.2  Western blotting 
 

Realizamos a técnica de western blotting para uma análise semi quantitativa da 

produção do peptídeo MCH no ovário. Através dos dados de densidade óptica foi feita a 

razão entre os dados obtidos para o MCH e para a proteína de referência beta actina, e os 

dados estão representados graficamente na figura 15.   

Uma vez que os dados não atenderam aos pré-requisitos para testes paramétricos, 

foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, que revelou não haver diferença estatisticamente 

significante entre os grupos amostrais (p = 0.53 para o ciclo estral e p = 0.42 para os 

grupos de gestação e lactação). 

Esses resultados estão em conformidade com os apresentados até agora. Os 

valores de MCH não parecem alterar nas fases analisadas, de forma que não encontramos 

diferenças estatísticas ao compararmos os valores obtidos pela quantificação relativa das 

amostras.  
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5.4 Ensaio Imunoenzimático 
 

Foram realizadas as dosagens dos níveis séricos dos hormônios progesterona, 

prolactina e MCH. Esses valores serão descritos comparando os grupos do ciclo estral 

[proestro, estro, metaestro e diestro] com os grupos após 4, 8 e 12 dias de ovariectomia 

[Ovx 4, Ovx 8 e Ovx 12, respectivamente] e, separadamente, comparando os grupos de 

gestação e de diferentes momentos da lactação [5º, 12º e 19º dias] e com e sem desmame 

[CD e SD, respectivamente]. 

 

5.4.1 Progesterona  
 

Como esperado, o teste de Kruskal-Wallis apontou para um efeito 

estatisticamente significante da ovariectomia sobre a quantidade de progesterona 

circulante (p = 0,0031). O teste de múltiplas comparações de Dunn revelou diferença 

significativa entre o grupo proestro [79,34 ng/mL] e ovariectomia 4 dias [5,89 ng/mL; P< 

0,01], refletindo a diminuição esperada de hormônios ovarianos circulantes após a 

remoção dos ovários [Figura 16A]. Também observamos efeito da fase do ciclo 

reprodutivo na quantidade de progesterona (p = 0,0017), com diferenças entre o grupo 

26º dia de lactação com desmame [25,44 ng/mL] e os grupos 10º dia de gestação [162,26 

ng/mL; p<0,05] e 5º dia de lactação [187,05 ng/mL; p<0,01] [Figura 16B]. 
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Os baixos valores de progesterona encontrados nas coletas realizadas após a 

ovariectomia eram esperados, uma vez que a secreção de progesterona é realizada pelo 

corpo lúteo ovariano. Esses valores servem como controle de nossa dosagem.  

O corpo lúteo gestacional secreta progesterona e faz com que seus níveis sejam 

observados mais altos durante a gestação. Porém, segundo o trabalho de Grota and Eik-

nes (1967)  os valores de progesterona reduzem próximo ao parto, voltando a aumentar 

por volta do 5º dia de lactação. Essa redução é proposta como mecanismo que permite 

uma mudança fisiológica em preparação para o parto. Nossos dados se mostraram 

consonantes, também demonstrando esse aumento nos níveis circulantes de progesterona 

no início do período de lactação.  

Ademais, essa alteração nos valores de progesterona deve funcionar como um 

controle na secreção de prolactina, onde valores mais baixos de progesterona no final da 

gestação seguido de um aumento durante a lactação é determinante para a inibição e 

estimulação, respectivamente, da secreção de prolactina ambos mediados pelo, sistema 

opióide (Soaje, de Di Nasso, Deis, 2002). 

 

 

5.4.2 Prolactina 
 

Ao analisar as concentrações de prolactina, o teste de Kruskal-Wallis revelou 

um efeito significante da fase do ciclo estral (p = 0,069) e do ciclo reprodutivo (p = 

0,0008). Podemos notar uma diferença significativa entre os grupos proestro [7,49 

ng/mL] e metaestro [0,84 ng/mL] com p<0,05, e entre os grupos 10º dia de gestação [0,62 

ng/mL; p< 0,05] e 26º dia de lactação com desmame [0 ng/mL; p< 0,01] em relação ao 

grupo 12º dia de lactação [4,12 ng/mL] [Figura 17]. 
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Os altos níveis de prolactina observados durante o proestro são provavelmente 

resultado da indução da hiperprolactinemia induzida pelo estrógeno, como também 

observado por Freeman (2000), sendo que esses valores começam a reduzir já na manhã 

no estro, permanecendo baixos até o próximo proestro. Este mesmo trabalho também 

observa que os níveis de prolactina se reduzem a partir do 10º dia de gestação, 

possivelmente devido a ação do feedback negativo dos lactogênicos placentários que 

agem no eixo hipotálamo-hipófise  (Freeman et al., 2000). Nossos dados concordam com 

essas alterações, revelando baixos níveis de prolactina a partir do 10º dia da gestação. Os 

níveis de prolactina voltam a aumentar após o parto, durante a lactação. Segundo Gratan 

(2015) durante o fim da gravidez há uma diminuição da atividade dos neurônios 

dopaminérgicos - a principal inibição da secreção de prolactina, associada a picos de 

secreção de prolactina imediatamente após o parto. Isso resulta em aumento dos níveis 

circulantes desse hormônio, necessário para a produção do leite, aumento esse também 

observado em nossos resultados. 

A diferença observada nos grupos com desmame (26DL CD) e sem desmame 

(26DL SD) confirma o fato de que a sucção é o principal estímulo para liberação de 

prolactina pelos lactotrófos da hipófise anterior (Crowley, 2015). Logo, a retirada do 

estímulo é suficiente para reduzir os níveis circulantes desse hormônio, observado em 

nossa dosagem. 

 

 

5.4.3 Hormônio concentrador de melanina 
 

A quantificação sérica do MCH nos mostrou uma variação nos valores dos grupos 

do ciclo estral [Kruskal-Wallis: efeito da fase de coleta sobre o nível de MCH, p< 0,05 ]. 

O teste de múltiplas comparações de Dunn revelou uma redução significativa no 

metaestro [231,91 pg/ml] quando comparado ao proestro [4.845,22 pg/ml] [Figura 18]. 

Essa queda no metaestro parece coincidir com o primeiro pico de progesterona do 

ciclo estral, de origem luteal. Esse aumento na secreção de progesterona ocorre durante o 

meio dia do metaestro e mantém-se até a madrugada do diestro, retornando rapidamente 

aos níveis basais na manhã do diestro (Smith, Freeman, Neill, 1975). O inverso acontece 

em nossos dados: o MCH se reduz significantemente no metaestro, enquanto no diestro 

já retorna aos níveis observados nas demais fases do ciclo estral. Dessa forma, sugerimos 
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que possivelmente, a progesterona atue como um modulador, inibindo a liberação de 

MCH, fato inédito na literatura atual. Contudo, será preciso investigar com maior 

profundidade os efeitos que a progesterona desempenha sobre o MCH. 

Vale ressaltar que o outro pico de progesterona observado no ciclo estral 

acontece na tarde no proestro, resultado da estimulação pelo LH. Nessa fase, nós não 

observamos a redução sérica do MCH como esperado pela inibição pela progesterona. 

Isso é possivelmente pelo padrão de coleta utilizado. Como dito, nossas coletas foram 

realizadas de forma padronizada às 13 horas, ou seja, no início do período da tarde. O 

aumento nos valores de progesterona observados no proestro, e possivelmente inibidor 

da liberação de MCH, começam a ocorrer a partir desse momento [isto é, as 13 horas].  

Comparando os valores de MCH circulante de ratas no metaestro com ratas 

ovariectomizadas, observamos uma redução naquele grupo [metaestro: 231,91 pg/ml; 

OvX 4: 2.233,82 pg/ml; OvX 8: 2.035,8 pg/ml; OvX 12: 2.189,43 pg/ml], embora sem 

diferença estatística [Figura 18]. Sugerimos que a ovariectomia é capaz de reestabelecer 

parcialmente os valores de MCH circulantes encontrados nas demais fases do ciclo estral, 

possivelmente pela retirada do fator inibidor da liberação de MCH, isto é, a progesterona. 

Esses dados foram consistentes nos grupos com 4, 8 e 12 dias após a cirurgia de retirada 

do ovário, sugerindo que, sem a ciclicidade de produção de hormônios ovarianos, os 

níveis de MCH no soro tornam-se constantes.  

Além disso, ao comparamos os valores obtidos em ratas nas fases do ciclo estral, 

por exemplo no diestro, e ratas ovariectomizadas, observamos uma redução nos valores 

nos grupos de ovariectomia, embora não estatisticamente significante [diestro: 3.642,43 

pg/ml; OvX 4: 2.233,82 pg/ml; OvX 8: 2.035,8 pg/ml; OvX 12: 2.189,43 pg/ml] [Figura 

19].  

Nos parece que essa retirada dos ovários reduz a quantidade circulante de MCH 

e para isso observação sugerimos duas explicações. Os hormônios ovarianos podem 

modular em nível hipotalâmico ou hipofisário a liberação do MCH ali produzido, de 

forma que a retirada dos ovários, sem a reposição hormonal, foi capaz de alterar o padrão 

observado nos níveis de MCH. Por outro lado, o MCH produzido no ovário pode 

contribuir com os níveis circulantes desse peptídeo, e dessa forma, a retirada dessa 

glândula, um dos locais produtores de MCH, pode reduzir os seus valores séricos. Para 

elucidar melhor essa questão, futuros estudos com ratas hipofisectomizadas são de grande 

importância.   
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Uma outra consideração importante a ser feita é que a retirada do ovário não leva 

a remoção total do MCH sérico e por isso sugerimos que o MCH encontrado no plasma 

sanguíneo deva ter diferentes origens além ovário. Outros tecidos periféricos como 

coração, estômago e intestino, ou mesmo o hipotálamo são locais de produção e, portanto, 

podem ser diferentes fontes de contribuição com os seus níveis séricos.  

Em relação aos grupos gestação e lactação, nós não observamos diferença 

estatística significante entre eles [Figura 19]. O estudo de Sun e colaboradores (2004) 

revelou que não há um aumento dos níveis séricos de MCH em ratas lactantes quando 

comparadas com ratas virgens, concordando com nossos resultados, onde não 

observamos diferença significativa nos valores, fazendo uma comparação entre o grupo 

diestro e os grupos de gestação e lactação [Figura 19]. 

 Por outro lado, já se sabe que centralmente há novos locais de produção de MCH 

em ratas durante a lactação (Knollema et al., 1992;  Rondini et al., 2010). Dessa forma, 

os níveis de MCH sérico não devem refletir à expressão de MCH central, proposta essa 

endossada por Naufahu e colaboradores (2017), em um estudo recente realizado em 

humanos, onde discutem que o MCH sérico não deve refletir à mesma função 

hipotalâmica. 
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Em conjunto, os dados aqui apresentados nos levam à algumas considerações. 

Assim com o MCH, diversos outros neuropeptídeos são também produzidos em tecidos 

periféricos, bem como peptídeos produzidos perifericamente são também encontrados no 

SNC, o que faz com que essas moléculas sejam integradoras das funções biológicas no 

organismo (Waite, Geib, King, 2014).  

Como exemplo, a ocitocina produzida nos núcleos supra-óptico e paraventricular 

do hipotálamo é secretada na hipófise posterior alcançando a circulação sanguínea 

(Crowley, 2015), dessa forma, atuando como neurohormônio. Porém, a ocitocina atua 

também como neurotransmissor (Buijs, 1983), além de ser produzida perifericamente na 

retina e timo, por exemplo (Gauquelin et al., 1983;  Geenen et al., 1987).  

Considerando a produção central do MCH, é possível afirmar que  este atue  

como neuromodulador no controle da liberação de hormônios pré-ovulatórios (Gonzalez, 

Baker, Wilson, 1997;  Murray et al., 2000a;  Tsukamura et al., 2000;  Smith, Grove, 2002;  

Murray et al., 2006). Porém, essa modulação se mostra complexa, com diversos estudos 

que se mostram inicialmente contraditórios, mas que, se analisados os sítios de 

administração de MCH bem como o perfil endócrino do modelo animal podem sugerir 

uma modulação do MCH sobre o LH e FSH (Naufahu, Cunliffe, Murray, 2013). 

Williamson-Hughes e colaboradores (2005) demonstraram uma possível via 

neural direta pela qual o MCH pode desempenhar um papel importante na regulação da 

função neuronal do GnRH. Esse trabalho relata que fibras imunorreativas ao MCH se 

projetam para cerca de 85 a 90% dos neurônios GnRH nas áreas pré-optica medial e 

hipotalâmica anterior em rato, e cerca de 50 a 55% dos receptores MCHR1 são expressos 

em neurônios GnRH. Diversos outros trabalhos a partir de então relataram essa  

proximidade de fibras MCH com os neurônios produtores de GnRH (Murray et al., 2006;  

Ward et al., 2009;  Wu et al., 2009). 

Para além dessa ação em nível hipotalâmico, observamos também uma 

regulação em hipófise, de forma que experimentos in vitro demonstraram um aumento 

dos níveis do LH e do FSH após incubação de células da eminência mediana e hipófise 

anterior com MCH, condicionado a altas concentrações de estradiol (Chiocchio et al., 

2001).  Outra evidência a favor dessa hipótese veio da demonstração da grande aposição 

de fibras MCH com terminais imunorreativos ao GnRH na lâmina externa da eminência 

mediana (Williamson-Hughes, Grove, Smith, 2005). Fato interessante é que essas fibras 

MCH exibem uma variação cíclica em sua densidade imunorreativa, de forma que em 
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ratas no proestro e diestro foi observada densidade maior que nas demais fases do ciclo 

estral ou mesmo se comparado a machos. Esses resultados vão além e nos mostram que 

se analisarmos apenas o proestro, a densidade dessas fibras, bem como das fibras GnRH 

é maior ao meio dia, já diminuindo partir das 13 horas porém, não acompanhadas pela 

diminuição na densidade das fibras imunorreativas do GnRH (Gallardo, Chiocchio, 

Tramezzani, 2004).   

Ao ser administrado na MPOA ou na eminência mediana, o MCH estimula a 

liberação de LH em ratas ovariectomizadas tratadas com reposição hormonal (Gonzalez, 

Baker, Wilson, 1997;  Murray et al., 2000c;  Murray et al., 2006). Porém, ao ser 

administrado no III ventrículo o MCH inibe a secreção de LH em ratas ovariectomizadas 

com reposição hormonal (Tsukamura et al., 2000). Além disso, outro contraponto é o 

estudo de Ward e colaboradores (2009), que mostra que o MCH deve inibir os neurônios 

produtores de GnRH.  

É proposta também uma regulação do estradiol sobre o MCH (Mystkowski et 

al., 2000;  Messina et al., 2006). Murray e colaboradores (2000b) sugerem que um dos 

mecanismos de regulação do precursor do MCH seja através do estrógeno na área incerto-

hipotalâmica, região que contém uma sub população neuronal produtora de MCH, uma 

vez que a aplicação de estrógeno em ratas fêmeas não ovariectomizadas diminui a 

quantidade de MCH na IHy. Além disso, a administração de estrógeno diminuiu a 

quantidade de proteína MCH e de seu receptor no hipotálamo (Santollo, Eckel, 2013).  

Todavia, fato interessante é que os neurônios hipotalâmicos produtores de MCH não 

possuem receptores para estrógeno sugerindo assim uma via indireta de regulação do 

MCH pelo estrógeno (Santollo, Eckel, 2013) 

Neste presente trabalho nós identificamos a presença do MCH no ovário, um 

tecido periférico relacionado à função reprodutiva. Pouco se sabe sobre a ação periférica 

desse peptídeo, porém, consideramos este trabalho uma evidência inicial de uma possível 

contribuição do MCH no eixo HPG, especificamente quanto à modulação da função 

reprodutiva.  

Além dos estudos prévios sugerindo uma modulação do estrógeno sobre o MCH, 

nossos dados sugerem que o MCH, no ovário, possa ter sua liberação inibida pela 

progesterona. Entretanto, diferente da liberação, a produção do MCH no ovário parece 

ter uma outra regulação, uma vez que não observamos variações nos níveis do seu RNAm 

e de seu peptídeo nesse tecido nos grupos analisados.   
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Além do mais, neste presente estudo nós investigamos a possível relação do 

MCH com a função reprodutiva. Dessa forma, o que observamos foi que os níveis 

circulantes de MCH sofrem variação durante o ciclo estral, mas não durante a gestação e 

lactação, informação esta inédita na literatura.  

Já se sabe que durante o ciclo estral ratas apresentam uma redução protéica de 

MCH e de seu receptor durante o proestro no hipotálamo (Santollo, Eckel, 2013). Porém, 

um estudo em andamento do nosso grupo de pesquisa visa mapear e comparar a 

distribuição do MCH no hipotálamo de camundongos fêmeas ao longo das fases do ciclo 

estral, atentando-se para as suas diferentes populações hipotalâmicas. Dessa forma, 

poderemos relacionar com os níveis séricos e observar se segue o mesmo padrão dos 

estudos previamente citados, ou seja, de que os níveis circulantes de MCH não refletem 

seus valores de imunorreatividade hipotalâmica.  

Por outro lado, observamos que a produção local de MCH no ovário deve 

contribuir, mas não de forma exclusiva, com os níveis desse peptídeo na circulação. Para 

ampliar essa investigação é necessário preencher algumas lacunas e dessa forma 

propomos estudos com ratas hipofisectomizadas por achar que estes serão úteis para 

elucidar se existe uma contribuição nos níveis séricos do MCH produzido no hipotálamo, 

secretados via hipófise posterior, e dessa forma, atuando com um neurohormônio. 

A continuidade desses estudos propostos pode, assim, no futuro apontar o MCH 

como um peptídeo integrador de funções biológicas, importante para o estabelecimento 

de uma comunicação do SNC com tecidos periféricos. 
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6 CONCLUSÃO  

 

• Nós demonstramos a presença do MCH no ovário de ratas em todas as 

fases do ciclo estral, isto é, no proestro, estro, metaestro e diestro e observamos que os 

níveis desse peptídeo e do seu  RNAm  são constantes ao longo dessas fases. 

•  Nós também demonstramos a presença do MCH no ovário de ratas 

durante a gestação e em diferentes momentos da lactação, isto é, nos dias 5, 12 e 19 da 

lactação, bem como no 26º dia da lactação com ou sem desmame no 21º dia e observamos 

que os níveis desse peptídeo e do seu RNAm são constantes ao longo dessas fases.  

• Nós medimos os níveis séricos de prolactina e progesterona para a 

confirmação das fases do ciclo reprodutivo analisadas. Quantificamos também os níveis 

séricos de MCH e observamos uma variação no ciclo estral, com valores 

significantemente menores no metaestro, mas não identificamos variação na gestação ou 

nos diferentes momentos da lactação. 
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ANEXOS 

Lista de atividades realizadas durante o período do mestrado  

 

• Conclusão das disciplinas para a aquisição de créditos (36 créditos 

concluídos dos 32 necessários para a defesa da dissertação); 

• “The 11th International Interim Conference on Plastination” - 13 a 16 

de julho de 2015, Vitória, ES: participação na comissão organizadora.  

• Simpósio “Neural mechanisms of regulation of behavior and memory: 

recent advances and future perspectives”:  - 6 e 7 de julho de 2015, São 

Bernardo do Campo, SP: participação no evento  

• “VI Simpósio da Pós-Graduação em Ciências Morfofuncionais” - 16 e 

17 de setembro de 2015 na Universidade de São Paulo, São Paulo, SP. 

o Avaliação de pôsteres de iniciação científica.  

o Participação no evento.  

• VIII Jornada de Anatomia da USP – 11 a 22 de Janeiro de 2016, São 

Paulo 

o  Ministrando aula teórica e prática com o tema: “Vascularização 

e inervação dos músculos no membro superior” 

o Monitoria nas seguintes aulas práticas: “Músculos do ombro e 

braço” e “Ossos e articulação do esqueleto axial”. 

• Programa de Aperfeiçoamento ao Ensino (PAE),  

o Participação no primeiro semestre de 2016, atuando como 

monitora bolsista na disciplina Anatomia Humana (BMA 126) 

para o curso de Farmácia da Universidade de São Paulo.  

o Participação no segundo semestre de 2016, atuando como monitora 

voluntária na disciplina Anatomia Humana (BMA 0311) para os 

cursos de Fonoaudiologia, Fisioterapia e Terapia Ocupacional da 

Universidade de São Paulo, onde pude ministrar a aula teórica 

“Sistema Neurovegetativo” 
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• VII Simpósio do programa de pós graduação em Ciências 

Morfofuncionais, - 04 e 05 de outubro, no Instituto de Ciências 

Biomédicas III.  

o Organização do evento 

o Prêmio de melhor trabalho de mestrado (1° lugar) do VII 

Simpósio da Pós Graduação em Ciências Morfofuncionais, no dia 

5 de outubro de 2016. 

• IX Jornada de Anatomia da USP - 9 a 20 de janeiro de 2017. 

o Participação da comissão organizadora: Membro da Comissão de 

Organização e Coordenadora da Comissão de Seleção.  

o Ministrando aula teórica a prática com o tema: “Córtex cerebral” 

o Monitora na aula prática: “Cerebelo”. 

• XXVII Congresso Brasileiro de Anatomia- 20 a 23 de julho de 2016, 

Natal RN.  

o Participação no evento 

o Prêmio Irvênia Prada: “Melhor trabalho de anatomia animal do 

XXVII Congresso Brasileiro de Anatomia”, no dia 23 de julho de 

2016. 

o Curadoria e coordenação da exposição “O admirável corpo 

humano”, ocorrida em paralelo ao evento. 

• Participação no trabalho “Increased litter size enhances the number of 

melanin-concentrating hormone neurons in the medial preoptic area 

of lactating dams” apresentado no II Falan Congress (Federation of 

Neuroscience Societies in Latin America and the Caribbean) – 17 a 20 de 

outubro de 2016, Buenos Aires, Argentina.  

• Conclusão do Curso "Biossegurança e Boas Práticas de Laboratório do 

ICB 

• Conclusão do Curso "Armazenamento, Manuseio e Descarte de Produtos 

Químicos" 

• Conclusão do Curso “Uso de Animais em Experimentação” 


