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RESUMO

Duarte JCG. A presenca do hormdnio concentrador de melanina no ovario no ciclo
reprodutivo de ratas Sprague-Dawley [Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Morfofuncionais)]. Sdo Paulo: Universidade de S&o Paulo, Instituto de Ciéncias
Biomédicas; 2017.

A reproducdo é fundamental para a manutencdo de uma espécie. Em mamiferos ela
apresenta um periodo de gestacdo seguido pela lactacdo. Ratas apresentam um padréo de
secrecao hormonal ciclico acompanhado de um periodo de ovulagdo chamado ciclo estral
que compreende as fases: diestro, proestro, estro e metaestro. O ciclo estral, gestacdo e
lactacdo sdo eventos regulados pelo padrdo hormonal da fémea, sendo os esteroides
ovarianos - estrogeno e progesterona, os principais agentes dessas alteracdes. Além do
mais, esses horménios apresentam importante influéncia sobre o hipotdlamo através do
eixo hipotalamo-hipdéfise-ovario. No hipotalamo, centro regulador de uma variedade de
comportamentos inclusive o reprodutivo, sdo produzidos diversos peptideos
moduladores, dentre eles 0 horménio concentrador de melanina [MCH]. Ja foi observada
a presenca do MCH também em tecidos periféricos, incluindo os testiculos - as glandulas
produtoras dos hormdénios sexuais masculinos. Por isso buscamos sua presenca nas
glandulas produtoras dos hormdnios sexuais femininos, isso é, em ovarios. Para tanto,
utilizamos ratas da linhagem Sprague-Dawley para investigar a presenca do MCH nas
fases do ciclo estral, em ratas gestantes e lactantes, além de ratos machos para controle.
Para a determinacdo da presenca do peptideo foram utilizados os métodos de imuno-
histoquimica e western blotting, para a deteccdo do RNAm utilizamos a hibridizacao in
situ e RT-PCR. Além disso, para determinacdo de niveis séricos hormonais de
progesterona, prolactina e MCH, realizamos o0 ensaio imunoenziméatico. N0ss0s
experimentos resultaram em marcacdo com sondas radioativas, indicando a presenca do
RNAm do ppMCH no tecido ovariano, confirmado e quantificado pela RT-PCR, além de
imunorreatividade ao anticorpo anti-rMCH em ovario de ratas em todas as fases do ciclo
reprodutivo, e esta se mostra presente no corpo liteo e na medula ovariana, resultado
quantificado pela técnica de western blotting. Além do mais, observamos que 0s niveis
séricos de MCH sofrem alteragé@o durante o ciclo estral, sendo significantemente menores
no metaestro, mas constantes durante a gestacao e lactacao.

Palavras- chave: MCH. Western blotting. Imuno-histoquimica. MCH sérico.
Neurohorménio.



ABSTRACT

Duarte JCG. The presence of melanin-concentrating hormone in the reproductive cycle
in Sprague-Dawley rats ovary. [Masters thesis (Morphofunctional Sciences)]. S&o Paulo:
Universidade de S&o Paulo, Instituto de Ciéncias 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 Dblotting 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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INTRODUCAO

“Vem, vamos embora que esperar ndo é saber

Quem sabe faz a hora, ndo espera acontecer”
(Geraldo Vandreé)
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1.1 O ciclo reprodutivo

A sobrevivéncia de um organismo depende de processos biologicos que visam
manter a sua homeostasia interna e que permitam a continuacéo da espécie. A reproducao
é fundamental para a manutencgdo da espécie e por isso seus mecanismos sao altamente
conservados nos grupos bioldgicos. Em mamiferos ela apresenta diversos mecanismos
que resultam na expressdo de um comportamento sexual além do cuidado parental,
caracteristico desse grupo bioldgico.

O ciclo reprodutivo de mamiferos em geral consiste nos periodos de gestacao e
lactacdo. Diversas alteracOes fisioldgicas sdo necessarias no corpo da fémea de forma a
permitir uma adaptacdo a nova demanda - o suprimento dos filhotes, além da sua prépria
manutencdo (Russell, Douglas, Ingram, 2001). Ao estudar as caracteristicas observadas
em cada fase reprodutiva se faz necessaria uma abordagem do ciclo estral, importante
para se compreender as alteracdes apresentadas que sao principalmente controladas pelo

padrdo hormonal.

1.1.1 Ciclo estral

O ciclo estral compreende um periodo de alteracGes ciclicas em fémeas de
mamiferos. Essas alteracbes podem ser fisioldgicas, anatdmicas e comportamentais,
mediadas pelo padrdo de secrecdo hormonal. No ciclo estral existe um periodo de
ovulagdo acompanhado de secrecdo hormonal sincronizada e ciclica. Dessa forma,
alteracdes nesse padrdo de ovulacdo causam alteracdo na secrecdo de gonadotrofinas
(Butcher, Collins, Fugo, 1975). Long e Evans (1922) descreveram extensa e
detalhadamente essas alteracdes sendo este um dos principais trabalhos base para os
estudos de reproducédo de animais de laboratorio. Assim, pode-se dividir didaticamente o
ciclo estral de ratas em quatro fases: metaestro [0 mesmo que diestro 1], diestro [ou diestro
I1], proestro e estro. Em média, ratas apresentam um ciclo estral de 4 a 5 dias de duracao,

no qual o estro é a fase onde os niveis circulantes de estradiol sdo mais altos e é também
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o0 periodo em que a fémea se encontra mais receptiva para acasalamento (Long, Evans,
1922; Goldman, Murr, Cooper, 2007)

1.1.2 Gestacgdo

Apos a fecundacdo sdo observadas alteragdes que permitem a continuidade da
gestacdo até o0 momento do nascimento dos filhotes. Por exemplo, assim que a gestacao
¢ estabelecida ocorrem mecanismos de prevencdo de uma nova fertilizagdo. E
estabelecido um mecanismo que permite o aumento dos niveis de prolactina: a
estimulacdo da porcdo cervical da vagina durante o acasalamento provoca a ativacdo do
nacleo medial da amigdala que age via area préoptica na supressdo dos neurdnios do
sistema dopaminérgico tubero-infundibular [TIDA] no nucleo arqueado [ARC], principal
sistema inibitorio da secrecdo de prolactina (Tetel, Getzinger, Blaustein, 1993; Russell,
Douglas, Ingram, 2001). A prolactina, por sua vez, inibe a secrecdo do horménio liberador
de gonadotrofina [GnRH] pela ativacdo de secrecdo da progesterona pelo corpo luteo
(Voogt et al., 2001). Além disso, a placenta secreta lactogénios que possuem efeito de
feedback negativo no pulso da secrecdo de GnRH (Erskine, 1995; Russell, Douglas,
Ingram, 2001).

Outras alteracGes também podem ser observadas no corpo da fémea gestante,
como o aumento do fluido corporal e do tecido adiposo, contribuindo para o aumento do
peso corporal e a reducdo da responsividade ao estresse pela modificacdo do eixo

hipotalamo-hipofise-adrenal (Russell, Douglas, Ingram, 2001).

1.1.3 Lactacdo

A lactagdo ¢ um modelo fisioldgico ideal para estudar profundas modificacGes
nas funcbes hipotaldmicas (Smith, True, Grove, 2010). Essas alteracdes sdo diversas e
resultam no aumento dos niveis séricos de ocitocina e prolactina (Higuchi et al., 1986;
Grattan, 2001), producéo e ejecdo do leite (Crowley, 2015), reducdo da resposta ao
estresse (Brunton, Russell, 2008) e inducdo do comportamento maternal (Bridges, 2015).
Durante a lactagdo ha também uma interrup¢do do ciclo estral através da inibicdo
dopaminérgica sobre a secrecdo do GnRH na aérea preoptica medial [MPOA], causando
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assim um bloqueio do eixo hipotalamo-hipéfise-ovario (Numan, Stolzenberg, 2009; Liu,
Herbison, 2013). Além disso, por ser um estado de balango energético negativo, a lactacao
leva a inibigéo da funcdo reprodutiva devido a interrupgédo da ciclicidade ovariana (Fox,
Smith, 1984; Tsukamura, Maeda, 2001). Durante o periodo de lactacdo podemos
observar também a expressao do comportamento maternal e este requer primariamente a
acdo de estrégeno e progesterona. Um dos principais sitios reguladores desse
comportamento, a MPOA, apresenta um aumento na densidade de receptores desses
horménios no fim da gestacdo (Giordano et al., 1990; Numan et al., 1999; Russell,

Douglas, Ingram, 2001).

1.2 A regulagao hormonal do ciclo reprodutivo

1.2.1 Ciclo estral

As alteracdes fisiologicas, morfoldgicas e comportamentais observadas em ratas
durante todo o ciclo reprodutivo sdo reguladas por alteragdes hormonais. Como
mencionado, o estro é a fase do ciclo estral onde a fémea se encontra mais receptiva para
0 acasalamento. Powers (1970) demonstra que essa receptividade requer ndo apenas
estradiol, bem como necessita de um aumento nos niveis de progesterona. Os niveis
hormonais de estrégeno e progesterona sdo regulados pela secrecdo de GnRH através do
eixo hipotdlamo-hipofise-ovario (Harris, 1955).

1.2.1.1 Estradiol e Progesterona

Durante o ciclo estral a concentracdo de estradiol € baixa na fase de diestro,
alcancando um pico na manh& do proestro. Durante o estro ndo ha grandes alteracdes,
porém, ja no metaestro comeca a ter um aumento do estradiol (Yoshinaga, Hawkins,
Stocker, 1969; Shaikh, 1971) [Figura 1]. Em relacdo a progesterona, durante o ciclo estral
observa-se a presenca de dois picos de secrecdo: o primeiro devido a secre¢do do corpo
luteo, comecando na manh&@ do metaestro, atingindo pico no diestro e imediatamente
retornando a niveis basais. O outro é o pico pré-ovulatério ja na tarde do proestro,
retornando ao basal no inicio do estro (Ichikawa et al., 1974; Butcher, Collins, Fugo,
1975) [Figura 1].
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Figura 1 - Demonstracdo gréafica dos niveis plasméticos de prolactina, progesterona e estradiol-
17 durante as fases do ciclo estral de rata, para fins de ilustracdo do item 1.2.1.1. Valores de prolactina e
progesterona em ng/ml e estradiol-17p em pg/ml. Extraido de (Butcher, Collins, Fugo, 1974).

1.2.1.2 Prolactina e Ocitocina

Em relagdo aos hormonios ndo ovarianos citados observa-se um padréo de
secrecdo regulado pelos niveis de estrogenos. O TIDA é uma importante inibicdo da
secrecdo de prolactina durante o ciclo estral (Gudelsky, 1981; Ben-Jonathan, Arbogast,
Hyde, 1989; DeMaria, Livingstone, Freeman, 1998). Assim, o estrégeno induz
hiperprolactinemia por dois mecanismos distintos: pela desinibicdo desta acdo

dopaminérgica e pela estimulacdo diretas dos lactototrofos, as células produtoras de
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prolactina na hipofise anterior (Takahashi, Okazaki, Kawashima, 1984; Reymond,
Porter, 1985). A prolactina apresenta uma secrecao pulsatil nas fases do ciclo estral. Os
picos ndo séo devido a um aumento da frequéncia, mas sim da amplitude desses pulsos
de secregdo e essa alteragdo na amplitude é devido ao pico de estrogenos (Lafuente,
Marco, Esquifino, 1993). Dessa forma, a prolactina apresenta um aumento nos niveis
circulantes no fim do diestro, alcangando um pico na tarde no proestro e retornando ao
nivel basal na manha do estro (Butcher, Collins, Fugo, 1975; Lafuente, Marco, Esquifino,
1993).

Assim como a prolactina, a ocitocina também é modulada pelo estrégeno central
e perifericamente. Os principais nucleos produtores de ocitocina, o paraventricular do
hipotalamo [PVH] e o supradptico, 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 estimulacdo pelo estrogeno (Negoro, Visessuwan, Holland,
1973; Akaishi, Sakuma, 1985). Sabe-se também que a administracdo de estrogeno
estimula a liberacdo 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 possivel concluir que
a concentracdo plasmatica de ocitocina também apresenta variacdo durante o ciclo estral,
sendo mais baixa no diestro, aumentando progressivamente no proestro, com niveis mais
altos na tarde do proestro e reduzindo novamente a partir da tarde do estro (Sarkar, Gibbs,
1984; Caligioni, Franci, 2002).

Portanto, é possivel observar que as varia¢fes nos niveis hormonais acima
citados [progesterona, prolactina e ocitocina] sdo direta ou indiretamente regulados pelos

niveis de estrogénios.

1.2.2 Acasalamento e gestacdo

Sabe-se que os esteroides gonadais sd0 necessarios para criar um estado de
excitacdo sexual. Essa estimulacdo pode ser direta pela a ativacdo de substratos
excitatorios; ou indireta, através da inibicdo de sistemas inibitorios da excitagdo sexual
(Georgiadis, Kringelbach, Pfaus, 2012). Exemplificando, o ndcleo ventromedial do
hipotdlamo [VMH] é uma regido critica para o comportamento sexual (Oomura et al.,

1988; Petrulis, 2013). Sua acdo de intermediario entre a transmissdo de estimulos
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sensoriais até os motoneurdnios requer a presenca de hormonios esteroides, agindo
diretamente na promocdo do comportamento sexual (Musatov et al., 2006; Griffin,
Flanagan-Cato, 2011) . Por outro lado, estrogeno e progesterona podem agir
indiretamente no VMH através da inibi¢do de sistemas inibitorios da excitacdo sexual:
estudos com infusdes de glutamato ou mesmo do agonista de seu receptor no VMH,
causam inibicdo das fases apetitiva e consumatoria do comportamento sexual. Essa
inibicdo porém é revertida em ratas ovariectomizadas quando tratadas com esteroides,
comparadas as ratas sem suplementacdo hormonal (Georgescu et al., 2009).

As alteragdes neuroendocrinas que ocorrem apds o0 acasalamento estdo
relacionadas com a secrecdo de esteroides ovarianos. Sabe-se que elevados niveis de
prolactina sdo necessarios para secrecdo luteal de progesterona durante a gestacdo. Assim,
0 acasalamento, através da estimulacdo da porcdo cervical da vagina, promove essa
liberacdo de prolactina, que por sua vez resulta em uma acdo prolongada da secre¢édo de
progesterona, que € necessaria para a implantacdo do blastocisto e para o0
desenvolvimento do endométrio uterino (Erskine, 1995) [Figura 2]. Dessa forma, a
estimulagdo da porcdo cervical da vagina desencadeia dois picos diarios de secrecdo de
prolactina, sendo que esse efeito dura até o 10° dia de gestagdo. Isso serve para prolongar
a funcdo do corpo luteo, além de interromper a ciclicidade estral. Esses picos de prolactina
desencadeados pelo acasalamento mantém os niveis de progesterona necessarios até por
volta do 11° dia. A partir dai esses niveis sao mantidos pela acdo placentéria sobre o corpo
luteo (Soares et al., 1991; Erskine, 1995).

Em relacdo ao estrogeno, sabe-se que durante a gestacdo, exceto proximo ao
parto, seus niveis permanecem mais baixos do que os observados durante o ciclo estral
(Shaikh, 1971). Contudo, um aumento € detectado no 4° dia de gestacdo, possivelmente
relacionado a implantacdo embrionéria (Yoshinaga, Hawkins, Stocker, 1969; Shaikh,
1971). Entre os dias 13 e 14 da gestacdo ocorre um novo pico de estrégeno, juntamente
com um aumento na secrecao de progesterona, possivelmente pelo aumento na secregédo
de prolactina devido a acdo luteotrofica da placenta e uma secrecdo hipofisaria do
horménio luteinizante [LH] (Schwartz, Talley, 1968; Yoshinaga, Hawkins, Stocker,
1969). A partir dai a secrecdo de estrogeno tem um significante aumento a partir do 22°
dia de gestacdo, proximo ao parto, atingindo nesse periodo valores semelhantes aos

encontrados no pico pre-ovulatorio (Yoshinaga, Hawkins, Stocker, 1969).
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1.2.3 Lactagcdo

Durante a lactagdo h& uma intensa inibi¢do nos neurdnios produtores de GnRH.
Essa inibicdo, juntamente com o aumento da secrecdo de prolactina e a manutencdo do
corpo luteo, levam a uma auséncia de ovulacao (Smith, Neill, 1977).

E proposto que no inicio da lactacdo a inibic4o da liberacdo de GnRH é atribuida
principalmente ao estimulo da succdo (Smith, 1978). Durante a segunda metade essa
supressao € devido a acdo da prolactina, suprimindo a atividade de neurdnios kiss
(Araujo-Lopes et al., 2014; Brown, Herbison, Grattan, 2014). A regulacéo da prolactina,
por sua vez, ocorre de forma a manter 0s niveis necessarios durante a lactacdo. Essa
regulacdo se da a partir de uma resposta adaptativa do hipotalamo: ocorre uma diminuigédo
da sensibilidade ao efeito do feedback negativo exercido pela prolactina sob a inibigéo
dopaminérgica do TIDA no ARC, resultando em um aumento nos niveis deste horménio,

que é também induzido pela succ¢do (Valdez et al., 2007).

Circulating Concentration

Cycle Day

Figura 2 - Demonstragdo grafica do efeito da estimulacdo da porc¢éo cervical da vagina (VCS)
sobre a secrecdo de LH, Prolactina, Estradiol e Progesterona, para fins de ilustracdo do item 1.2.2. Legenda:
No VCS: padrdo hormonal apresentado durante o ciclo estral de ratas sem acasalamento. VCS: padrdo
hormonal até o quinto dia p6s acasalamento. Area sombreada indica os niveis de prolactina. Retirado de
Erskine et al. (1995).
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Além do mais, durante a lactacdo ha uma diminuicdo da responsividade
hipotalamica e hipofiséria ao feedback positivo de estrdgeno, mantendo baixos os niveis
de secrecdo de LH (Smith, 1978; Fukushima et al., 2006).

Por fim, outro fator que contribui para a interrupcéo da ciclicidade ovariana é a
secrecdo de progesterona pelo corpo lateo (Smith, Neill, 1977), uma vez que durante a
lactacdo o hipotdlamo é o principal sitio de a¢do da progesterona, suprimindo a secre¢ao
pulsatil de LH (Lee et al., 1989).

1.3 Influéncia dos hormdnios ovarianos no hipotalamo (Eixo HPG)

Os hormonios ovarianos, sobretudo o estrégeno, possuem importante controle
sobre o hipotdlamo. Um exemplo desse efeito é o eixo Hipotadlamo-Hipdfise-Gonada
[HPG], classicamente descrito por Harris (1955). Atualmente ja se sabe que o ciclo
ovariano é caracterizado por secrecdo basal de LH e do horménio foliculo estimulante
[FSH] onde a cada 4 ou 5 dias, em ratos, apresenta um aumento de liberacdo dessas
gonadotropinas, promovendo a ovulagdo (Plant, 2015). O estradiol secretado pelos
foliculos em desenvolvimento exerce um efeito de feedback negativo em nivel hipofisario
e hipotalamico durante essa fase folicular, sendo que esse efeito de feedback no
hipotalamo se d& via receptores do tipo alfa de estrégeno em neurbnios que apresentam
Kisspeptinas, neurocinina B e dinorfina, peptideos moduladores da secrecdo 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 liberacdo de GnRH (Plant, 2015). Esse feedback
negativo e tempo e dose-dependente (Couzinet, Schaison, 1993). Dessa forma, no fim da
fase folicular, ocorre um feedback positivo de estrégeno no nicleo anteroventral
periventricular (AVPV), outra regido hipotalamica com neurdnios produtores de
Kisspeptina, promovendo assim um aumento no nivel sérico de LH necesséario para que
ocorra a ovulacdo (Goodman, 1978; Filicori, 1999; Oakley, Clifton, Steiner, 2009).
Além desse, outro fator controla fisiologicamente o pico pré-ovulatério de LH: os sinais

diérios sobre o nucleo supraquiasmatico, com informaces circadianas. A dependéncia
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desses dois fatores [neural e enddcrino], para o pico de LH permite que o comportamento

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

1.4 Hipotalamo: modulagao enddcrina, autondmica e comportamental

O hipotalamo tem uma importante funcéo na regulacdo de padrées relativos a
sobrevivéncia, sendo responsavel pela modulacdo endocrina, autondmica e
comportamental em diversos aspectos (Swanson, 1987). Em relacéo a funcao reprodutiva
sabe-se que o hipotdlamo é um importante centro regulador dos comportamentos sexual
e maternal (por exemplo, na MPOA e VMH) e da secrecdo de hormonios sexuais (ARC
e AVPV) (Harris, 1955; Swanson, 1987).

Ainda sobre o hipotalamo, sabe-se que sdo produzidos diversos peptideos
moduladores da funcdo reprodutiva. As kisspeptinas, produzidas nos nucleos ARC e
AVPV sdo estimulantes dos neurdnios produtores de GnRH (Oakley, Clifton, Steiner,
2009). O ARC também produz a pro-opiomelanocortina, cujo peptideo derivado, o
horménio estimulante de melandcitos [MSH] estimula o comportamento sexual
(Bertolini, Gessa, 1981; Thody, Wilson, Everard, 1981). Além desses, o hormonio
adrenocorticotrofico [ACTH] é um exemplo de hormdnio extra ovariano que também é
capaz de modular o comportamento sexual (Donovan, 1978; Gray, Gorzalka, 1980). A
liberacdo de ACTH ¢€ estimulada pelo hipotdlamo através da liberacdo do horménio
liberador de corticotropina [CRH] no PVH (Herman et al., 2003; Brunton, Russell,
2008).

Outro peptideo hipotaldmico relacionado a funcdo reprodutiva é o horménio
concentrador de melanina [MCH]. E proposto que o mesmo atue como intermediério na
regulacdo entre o balancgo energeético e a funcdo reprodutiva, fazendo uma comunicacao
entre os niveis de leptina e neurénios produtores de GnRH (Thong, Graham, 1999;
Williamson-Hughes, Grove, Smith, 2005). Além do mais, 0 MCH deve atuar como um
neuromodulador no controle da liberagdo de horménios pré-ovulatérios (Gonzalez,
Baker, Wilson, 1997). Experimentos in vitro demonstraram um aumento dos niveis dos
horménios LH e FSH ap6s incubacdo com MCH (Chiocchio et al.,, 2001). Essa
estimulagdo parece ser condicionada a altas concentragdes de estrégenos (Chiocchio et
al., 2001; Williamson-Hughes, Grove, Smith, 2005). Estudos demonstraram também que



27

esse peptideo estimula a liberacdo de LH quando administrado na MPOA (Gonzalez,
Baker, Wilson, 1997).

1.5 O Hormonio concentrador de melanina

O MCH é um nonadecapeptideo [em mamiferos] ciclico cujos neur6nios
produtores estdo localizados principalmente nas regides do hipotalamo lateral, zona
incerta, além do tubérculo olfatério e formacdo reticular pontina paramediana, com
extensas projecOes para todas as regides encefalicas, com excecdo dos nucleos motores

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

Em mamiferos o MCH se revela como um peptideo ortélogo do encontrado em
teledsteos. Este é proveniente de um precursor, o pré-pro-horménio concentrador de
melanina (ppMCH), que codifica outras duas cadeias peptidicas, 0 Neuropeptideo acido
glutdmico - E -, isoleucina — | [NEI — com atividade biologica j& comprovada, vide
(Bittencourt, Celis, 2008)] e o Neuropeptideo glicina - G -, acido glutdmico — E [NGE —

até o momento sem muitas descri¢des de sua atividade bioldgica] (Nahon et al., 1989) .

Classicamente descrito como um peptideo com funcdo no controle da
pigmentacdo de peixes teledsteos, em antagonismo com 0 a-MSH (Kawauchi et al., 1983;
Mizusawa et al., 2012), atualmente ja se conhece diversas fungdes atribuidas ao MCH,
como ingestdo alimentar e regulacdo homeostatica (Qu et al., 1996; Flier, Maratos-Flier,
1998), influéncia no ciclo vigilia-sono (Verret et al., 2003; Tsunematsu et al., 2014),
aprendizado e memoria (Monzon et al., 1999; Sherwood et al., 2012), modulagéo da
atencdo (Wheeler et al., 2014), regulacdo sensorial de pistas olfatorias (Adams et al.,
2011), integracdo da resposta ao stress e ansiedade (Baker, Bird, Buckingham, 1985;
Borowsky et al., 2002), além da integracdo do balanco energético e funcdo reprodutiva
(Williamson-Hughes, Grove, Smith, 2005; Naufahu, Cunliffe, Murray, 2013). Assim, 0

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

1.5.1 MCH na lactagdo

Além das fungdes previamente descritas, € sabido que o MCH estéa relacionado

ao comportamento maternal. Durante a lactacdo o MCH apresenta dois novos sitios de
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expressao: a MPOA, conhecidamente relacionada ao comportamento maternal, e a regido
anterior do PVH (Knollema et al., 1992; Numan, 2006; Rondini et al., 2010). Dados do
nosso grupo vao além, e demonstram que o pico dessa expressao se dé no fim do periodo
de lactacdo (Rondini et al., 2010). Esses estudos colocam o0 MCH como um peptideo
possivelmente relacionado ao controle do término da lactacdo. Outro estudo do nosso
grupo demonstrou que durante esse mesmo estado fisioldgico, fibras MCHérgicas se
projetam para a lamina interna da eminéncia mediana em aproximagdo com fibras

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

1.5.2 MICH em tecidos periféricos

Diversos neuropeptideos presentes no sistema nervoso central sdo também
encontrados em oOrgdos periféricos (Waite, Geib, King, 2014). A partir de um estudo
realizado em 1993, foi observado a expressao do MCH em outros tecidos além do
encéfalo. Essa expressao periférica foi verificada entdo em tecido cardiaco, no trato
gastrointestinal e também em glandulas produtoras dos horménios sexuais masculinos,
os testiculos (Nahon et al., 1993; Hervieu, Nahon, 1995). Em testiculos, 0 MCH se
localizar especificamente nas células de Sertoli (Hervieu, Nahon, 1995). Essas células
somaticas presentes no epitélio dos tubos seminiferos sdo importantes na
espermatogénese por formarem uma barreira hemato-testicular, além de darem
sustentacdo e nutrigdo as células germinativas (Jiang et al., 2014).

A transcricdo do gene Pmch, isto €, o gene codificante do peptideo MCH é menor
em tecidos periféricos, de forma que a quantidade deste RNAm representa apenas 1-2%
da expressd@o no encefalo (Hervieu, Nahon, 1995). Sabe-se que 0 RNAmM do Pmch
expresso em tecidos periféricos apresenta um tamanho distinto em relagéo ao encontrado
no hipotdlamo (Nahon et al., 1993). Nesse mesmo trabalho, esse grupo demonstrou que
o tamanho do RNAmM varia se comparado entre os tecidos, isso devido possivelmente a
mudangas na cauda poli A. Esse mesmo grupo propds que a quantidade de RNAmM
encontrada seja variavel de acordo com o estado fisiologico do animal (Nahon et al.,
1993).



JUSTIFICATIVA
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Trabalhos prévios demonstram a presenca da proteina MCH e da expressdo do
RNAmM do Pmch nédo apenas no SNC, bem como em tecidos periféricos, destacando-se
aqui os testiculos - as glandulas produtoras dos horménios sexuais masculinos. 1sso nos
levou a buscar a presenca do MCH também na gbnada produtora dos hormonios sexuais
femininos, isto €, 0 ovario, e estudar a sua colocalizacao entre os tipos celulares ovarianos.

Por outro lado, ja se sabe que devido a associa¢do com fibras ocitocinérgicas na
eminéncia mediana, 0 MCH pode atuar como um modulador da funcéo reprodutiva e do
comportamento maternal. Esses dados em conjunto justificam a investigacdo da
expressao do transcrito do MCH e imunorreatividade ao MCH em tecido periférico
relacionado a reproducéo sob diferentes condices fisioldgicas: durante cada fase do ciclo
estral, em ratas gestantes e lactantes.

Além disso, o estudo da interrelacdo entre 0 MCH e outros horménios, como a
prolactina e a progesterona, através da quantificacdo sérica podera melhorar o

entendimento de sua participacdo no fenémeno bioldgico da reproducéo.



OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Caracterizar o horménio concentrador de melanina no ovério de ratas Sprague-

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

3.2 Objetivos especificos

a) Caracterizar o MCH no ovario de ratas nas fases do ciclo estral: proestro,
estro, metaestro e diestro.

b) Caracterizar o MCH no ovério de ratas durante o periodo da gestacdo e em
diferentes momentos da lactacéo.

¢) Medir os niveis séricos dos hormonios progesterona, prolactina e MCH de
ratas nas diferentes fases do ciclo estral, ovariectomizadas, gestantes e lactantes através

de ensaio imunoenzimatico.



METODOLOGIA

“Ainda que eu conhega todos os mistérios e toda a ciéncia

L3

Se eu ndo tiver amor, nada serei
(Paulo — I Corintios 13: 2)
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4.1 Animais

Foram utilizadas 78 fémeas [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 °C, ciclo claro/escuro (12/12 horas), sendo as luzes acesas as 7 horas, e apagadas
as 19 horas, com &gua e racdo 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 estdo de acordo com a Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica -
DBCA (CONCEA, 2016). Ademais, este projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo
(CEUA — ICB/USP), com protocolo registrado sob o n° 31, nas fls 30, do livro 3 para uso

de experimentacao animal em 18/06/2015.

4.2 Determinacao do Ciclo Estral

O ciclo estral das ratas foi determinado utilizando a técnica de lavado vaginal
através da injecdo e coleta de solucdo salina [0,9% de NaCl] com uma pipeta descartavel,
depositada em laminas. O material coletado foi entdo analisado ao microscopio de luz
com aumento de 10X e a fase do ciclo foi determinada de acordo com a proporcao dos
trés tipos de células: epiteliais, cornificadas e leucécitos (Marcondes, Bianchi, Tanno,
2002). Assim temos as definicdes de cada fase: 1] diestro, onde observa-se uma
predominancia de leucdcitos; 2] proestro, onde ha abundancia de células epiteliais
nucleadas, muitas vezes formando aglomerados; 3] estro, onde predominam células

anucleadas cornificadas e, 4] metaestro, onde ha uma proporcao semelhante dos trés tipos
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celulares [Figura 3]. Apenas 0s animais que apresentaram dois ciclos estrais regulares no

periodo de 15 dias de determinacdo foram utilizados.

Figura 3 - Demonstracdo das fases do ciclo estral pela técnica do lavado vaginal. Fotomicrografias em
campo claro de laminas coradas pelo método de azul de toluidina para fins de ilustracdo do item 4.2. [A]
proestro com células epiteliais formando cachos identificados pelas setas, [B] estro, com células anucleadas;
[C] metaestro com a presenca dos trés tipos celulares, [D] diestro, com predominio de leucdcitos. 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: fémeas 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 gestagao: fémeas eutanasiadas no 10°dia de gestagdo

D. Grupos Lactacao: fémeas eutanasiadas em diferentes momentos do periodo
de lactacéo



36

D.1. Grupo 5° dia de lactacéo: eutanasiadas no inicio do periodo de lactacédo

D.2. Grupo 12° dia de lactacdo: eutanasiadas no meio do periodo de lactacéo

D.3. Grupo 19° dia de lactacdo: eutanasiadas no final do periodo de lactacdo

D.4.Grupo 26° dia de lactagdo com desmame: eutanasiadas no periodo
posterior a lactacdo, separadas dos filhotes no 21° de lactacédo

D.5.Grupo 26° dia de lactacdo sem desmame: eutanasiadas no periodo
posterior a lactacdo, mantidas com os filhotes até o dia do sacrificio.

E. Grupo ovariectomia: fémeas ovariectomizadas e eutanasiadas em diferentes
periodos

E.1: 4° dia pds ovariectomia: fémeas ovariectomizadas no diestro e
eutanasiadas 4 dias apos a cirurgia

E.2: 8° dia po6s ovariectomia: fémeas ovariectomizadas no diestro e
eutanasiadas 8 dias apds a cirurgia

E.3: 12° dia p6s ovariectomia: fémeas ovariectomizadas no diestro e

eutanasiadas 12 dias ap0s a cirurgia

4.4 Eutanasia dos animais e coleta dos tecidos

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo para a coleta de sangue, ovarios
e testiculos. Para a obtencdo do plasma, o sangue foi coletado em tubos contendo 100 ul
de EDTA [O,5 M] + 10 ul de coquetel inibidor de protease [Sigma®]/mL de sangue.
Apos a coleta, o sangue foi deixado em repouso a temperatura ambiente por 30 minutos
antes de ser centrifugado a 10.000 g e 5 °C, durante 10 minutos, sendo essa centrifugagéo
realizada duas vezes. O plasma foi entdo separado e armazenado a temperatura de -80 °C
até o momento da dosagem hormonal. As coletas de sangue foram realizadas de forma
padronizada as 13 horas.

Ap0s a decapitacdo e coleta do sangue, os ovarios e testiculos também foram
coletados. A forma de armazenamento se deu de acordo com a técnica a ser utilizada em
cada caso. Os tecidos utilizados na reacdo de imuno-histoquimica e na coloragdo de
hematoxilina e eosina [H&E] apds a coleta foram fixados em duas solucdes diferentes
para testar a melhor fixacdo para o tecido em questao: solucao de methacarn [1mL, 60%

metanol, 30% cloroférmio, 10% acido acético] ou formaldeido 4% em PBS [1mL].
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Para a técnica de RT- PCR, os ovarios coletados foram armazenamos em solugédo
de TRIzol® [Invitrogen, Carlsbad, CA, USA], a temperatura de -80 °C. Para a técnica de
western blotting foram coletados e armazenados a temperatura de -80 °C, bem como para
a hibridizacdo in situ cujo armazenamento foi em solucdo de Optimal Congelation
Temperature [Tissue-Tek® Sakura Finitek USA, Inc., Torrance, California, USA],
mantido a -80 °C.

4.5 Cortes Histoldgicos e Coloracdao por Hematoxilina e Eosina

Os ovérios, ap0s serem processados e incluidos em parafina, foram cortados em
microtomo de parafina [Micrétomo Spencer 820, American Optical Corporation, Buffalo,
NY, EUA] e os cortes obtidos na espessura de 5um foram montados em laminas de vidro.

A coloracdo por hematoxilina e eosina foi realizada para anélise estrutural do
tecido. Apos o corte e montagem em laminas, estes foram colocados em estufa a 36 °C.
Em seguida foram realizadas lavagens em alcool 100% [2 vezes de 5 minutos], em alcool
95% [2 vezes de 5 minutos] e em alcool 85% e 70% [1 vez de 5 minutos, cada],
respectivamente. Posteriormente as laminas foram lavadas por aproximadamente 3
minutos em &gua corrente para retirada do excesso de alcool, sendo em seguida
mergulhadas em hematoxilina de Harris [5 minutos], retirando o excesso com agua
corrente e entdo mergulhadas em eosina de Putt por 3 minutos, retirando novamente o
excesso com agua corrente. O passo seguinte foi a desidratacdo dos cortes, passando as
laminas em alcool 95% [2 vezes de 2 minutos], em alcool 100% [2 vezes de 2 minutos],
em alcool/xilol 50% [1 vez de 2 minutos], em xilol I, Il e Il [1 vez de 2 minutos, cada].
As laminas foram entdo cobertas com laminulas usando DPX como meio de montagem.
Posteriormente, os cortes histoldgicos foram observados em campo claro com o auxilio
de um microscopio Leica DMR. As fotomicrografias foram adquiridas com uma camera
digital SPOT RT® [Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, EUA], adaptada ao
microscopio. O programa Adobe Photoshop 13.0 foi utilizado para combinar as

fotomicrografias em pranchas. Apenas nitidez, contraste e luminosidade foram ajustados.



38

4.6 Hibridizacdo in situ

Essa técnica detecta sequéncias de RNAmM no tecido, pela hibridizagdo in situ
com sondas marcadas com radioisotopo *°S. Ela foi utilizada com a finalidade de
identificacdo do RNAm do Pmch e foi realizada com cuidado para que todas as solucfes
fossem livres de RNase e preparadas a partir de agua tratada com dietilpirocarbonato
[DEPC] e autoclavadas. As sondas foram geradas a partir de um plasmideo linearizado,
por meio de digestdo enzimatica, e da transcricdo in vitro utilizando %S -UTP e uma
enzima especifica para o plasmideo. As sondas foram purificadas em colunas de resina,
apos a digestdo com DNAase e entdo diluidas em solucédo de hibridizacgéo.

Previamente a hibridizacéo, os cortes foram montados em laminas e pre-tratados
com proteinase K e anidrido acético. Apés essa etapa, cada lamina recebeu a solugdo
contendo a sonda [~100 uL] e uma laminula flexivel para sua cobertura, onde
permaneceram incubadas a 56 °C por aproximadamente 14 horas. No dia seguinte, as
laminulas foram removidas por meio de banho em tampé&o de 2 X cloreto de sédio/citrato
de sédio [SSC], quando, entdo, a série foi incubada em solucdo com 0,002% de RNAase
A em 0,5 M NaCl, 10 mM Tris-HCIl e 1 mM EDTA. Posteriormente, as laminas foram
mergulhadas em concentracdo decrescente de SSC, desidratadas e colocadas em filme
autoradiogréafico pelo periodo de aproximadamente 24 horas. Ap6s avaliacdo da
efetividade da sonda, através da revelacdo do filme, passamos a fase de cobrir as laminas
com emulsdo fotografica liquida para a detec¢do do sinal. Apds 15 a 20 dias na emulsédo
fotografica, os cortes foram revelados e fixados com as respectivas solucdes, desidratados
em solugdes crescentes de alcoois e deslipidificados com xilol e as laminas cobertas com

laminulas e meio de montagem DPX.

4.7 Imuno-histoquimica

4.7.1 Método da peroxidase

Essa técnica foi realizada com a finalidade de identificacdo in situ das células
que apresentam a proteina MCH no tecido ovariano. O principio dessa técnica € baseado
na interacdo do antigeno [nesse caso, a proteina MCH] e o anticorpo especifico. Para isso,

0s cortes de ovario ja montados em laminas, foram lavados em solugcdo tampéo potassio
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fosfato de sddio 0,02 M [KPBS]. Em seguida, para a exposi¢do do antigeno, foi feita a
recuperacdo antigénica com as laminas mergulhadas em tampéo citrato de sodio [pH = 6]
por 5 minutos em microondas, e entdo lavadas em &gua oxigenada [3%]. Os cortes foram
incubados com o anticorpo primario, anti-rMCH [anticorpo primario policlonal anti-
MCH, feito em coelho, PBL#234, rMCH, Dra. Joan Vaughan, The Salk Institute] na
concentracdo 1:1000, em estufa, a 37 °C por 1 hora e em seguida mantidos a 4 °C durante
aproximadamente 18 horas. A seguir, a incubagdo com o anticorpo secundério [anticorpo
secundario biotinilado anti-coelho feito em cabra - Vector® BA-1000] foi realizada a
temperatura de 37 °C por 1 hora seguida da exposicdo ao complexo Avidina-Biotina
[1:333, Vector®], amplificador do sinal por 1hora a temperatura ambiente. A reacao foi
feita utilizando o cromdgeno tetracloreto de diaminobenzidina - DAB [0,02 mg/ul] e
perdxido de hidrogénio [0,3%].

4.7.2 Método da fosfatase alcalina

De maneira semelhante ao descrito para 0 método da peroxidase, nesta técnica 0s
cortes de ovarios ja montados em laminas foram submetidos a uma etapa de recuperagédo
antigénica com as laminas mergulhadas em tampao de citrato de sddio e acido citrico [pH
= 6] e levadas ao micro-ondas por duas vezes de cinco minutos cada. Apos essa etapa
foram realizadas duas lavagens em tampéo Tris Salina 0,02 M, pH = 7,4 + triton a 3%
[TBST]. Para bloqueio da fosfatase alcalina endégena foram realizadas duas lavagens de
10 minutos cada em solucdo de &cido acético a 8%, seguidas de outras duas lavagens de
5 minutos em TBST.

Posteriormente os tecidos foram incubados em solugéo de BSA a 3% com glicina
0,3% e tween 0,1% em TBS por uma hora, seguida de uma incubagdo por
aproximadamente 18 horas de anticorpo primario anti-rMCH [anticorpo primario
policlonal anti-MCH, feito em coelho, PBL#234, rMCH, Dra. Joan Vaughan, The Salk
Institute] na concentracdo de 1:1000 em TBST, a 4 °C. Ap0s o0 que, a incubacdo com o
anticorpo secundario [anticorpo secundario biotinilado anti-coelho feito em cabra -
Vector® BA-1000] foi feita em TBST, na concentragdo 1:250 a temperatura ambiente
por lhora seguida pela exposicdo ao complexo Avidina-Biotina [1:50, Vector®],
amplificador do sinal. A revelacdo foi feita utilizando SIGMAFAST™ Fast Red
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TR/Naphthol AS-MX Tablets em tampao Tris [Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA]. Os
tecidos foram mantidos em contato com essa solucdo com a reacdo sendo interrompida
apos 3 minutos pela lavagem em agua destilada. Logo apds o fim dessa reacéo de imuno-
histoquimica os cortes foram submetidos a coloracdo por hematoxilina de Meyer por 2
minutos e rapido mergulho em solucdo de corante amarelo em &gua destilada, para
facilitar a identificacdo da estrutura do tecido, bem como da marcacdo obtida. As laminas
foram mantidas por 1hora em estufa a 36 ‘'C para secagem e cobertas com laminulas
utilizando tampéo glicerol em PBS [9:1] como meio de montagem.

4.8 Transcricdo reversa seguida pela reacdao em cadeia da polimerase
(RT- PCR)

Essa técnica foi realizada com a finalidade da confirmacdo da presenca do
RNAmM do Pmch no ovario. Para a extracdo do RNA do tecido foi utilizado o reagente
Trizol® (500 pL por tubo), seguindo um protocolo padrio de homogeneizagdo com
politron, centrifugagdo com cloroférmio a 12.000 g por 15 minutos a temperatura de 4
°C. Apds a retirada do sobrenadante e adicdo de isopropanol foi realizada nova
centrifugacdo nas mesmas condic¢des. Por fim, a solucdo foi colocada para secar e o pellet
ressuspendido em dgua DEPC antes da quantificacao.

A etapa seguinte foi a de corrida do RNA em gel de de agarose para avaliacéo
da sua integridade. Essa etapa foi entdo seguida pelo tratamento com DNAse, construgédo
da biblioteca de cDNA e amplificacdo da sequéncia de interesse pela reacdo em cadeia
da polimerase. Os primers necessarios para a reacdo foram desenhados a partir da
sequéncia génica do Pmch, extraido do banco de dados NCBI - GenBank. As sequéncias
dos primers sense e antisense estdo 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 0 gene constitutivo GAPDH para utilizar como controle em nossa

reacdo. As sequéncias estdo descritas na tabela 1.
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Tabela 1- Sequéncia dos primers utilizados na reacdo de PCR para amplificacdo do
transcrito reverso a partir do RNAm do Pmch e do GAPDH

PRIMER SEQUENCIA BASES
SENSE MCH CACAGGAAAAGAGGGAAATTGG 22
ANTISENSE AGGTATCAGACTTGCCAACAG 21
SENSE GAPDH GGTCGGTGTGAACGGATTT 19
ANTISENSE TGGAAGATGGTGATGGGTTTC 21

Apbs a corrida das amostras em gel de agarose [1%] por 20 minutos, foram feitas
fotografias para posterior analise da densitometria das bandas utilizando o programa
ImageJ. Os valores de densidade integrada obtidos foram normatizados pelos valores
obtidos na quantificacdo do gene constitutivo GAPDH. O resultado obtido da diferenca

entre GAPDH e MCH foi utilizado na analise estatistica.

4.9 Western blotting

Para a técnica de western blotting seguimos o protocolo descrito a seguir. Os
ovarios foram homogeneizados usando tampao RIPA (Sigma®) enriquecido com coquetel
de inibidores de proteases e fosfatases (1:100, Sigma®). As amostras foram centrifugadas
por 20 minutos a 14.000 RPM. O sobrenadante foi entdo separado e dosado quanto ao
conteudo protéico usando-se uma solugéo para ensaio colorimétrico (Pierce BCA Protein
Assay, Thermo Scientific). Apds quantificagdo, 50 ug de proteinas foram submetidas a
eletroforese em gel de acrilamida (12% SDS-PAGE) e, em seguida, foram eletro-
transferidas para membranas de nitrocelulose. Apods a transferéncia e os ciclos de
lavagens, foi feito o bloqueio durante 1 hora com 5% de BSA. Posteriormente as
membranas foram incubadas overnight a 4 °C com 0s seguintes anticorpos primarios:
anti-MCH e anti-beta actina em 1% de BSA diluido em TBS-T (25 mM de Tris, 125 mM
de NaCl e 0,1% de Tween 20). Apds 3 ciclos de lavagens de 10 minutos cada, as

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

As proteinas foram visualizadas e analisadas utilizando o sistema Odyssey (Li-
COR). As expressoes proteicas foram normalizadas de acordo com a beta actina.

4.10 Ensaio imunoenzimatico

Para a realizacdo da quantificacdo de hormonios no plasma obtido dos animais
foi utilizada a técnica de ensaio imunoenzimatico através da utilizacdo dos seguintes Kits
comerciais: Melanin Concentrating Hormone Fluorescent Immunoassay Kit, [Phoenix
Pharmaceuticals® (FEK-070-47)], Progesterone Elisa [Biovendor® (RCDO020R)] e
Prolactin Elisa [Calbiotech® (PR0O63F-100)].

Somente as amostras para a dosagem do MCH foram previamente centrifugadas
a vacuo em speed-vac por 8 horas, seguido por outro periodo de mais 8 horas. Esse
procedimento fora realizado visando obter melhores resultados, como sugerido no kit
comercial utilizado.

Assim, em todas as dosagens, uma aliquota das amostras foi incubada em uma
placa coberta com anticorpos, e apds lavagens em solugdo tamponada uma solugdo
contendo os hormonios quantificados conjugados a biotina foi adicionada a cada um dos
poc¢os. ApGs um novo periodo de incubacao, os pogos foram novamente lavados e entdo
incubados em solugdo do cromdgeno TMB [1,2,4-trimetilbenzeno]. A intensidade de
reagdo do cromogeno foi entdo avaliada em um leitor de placas [BioTek Synergy 2] e
através de uma curva padrdo foi feita a interpolagdo para obtencdo dos valores de

hormoénios em cada uma das amostras.

4.11 Andlise estatistica

Os dados quantitativos foram submetidos a metodos estatisticos para analise de
significancia. Os valores obtidos foram submetidos ao teste de Grubbs para verificagdo
de outliers, e em seguida os grupos amostrais foram submetidos ao teste de Kolmogorov-
Smirnov para verificacdo de normalidade e ao teste de Bartlett para verificacdo da
homocedasticidade. No caso de amostras normais utilizamos o método de ANOVA para

verificacdo de diferencas significantes entre as médias dos grupos. No caso de amostras
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que ndo passaram pelos testes de Kolmogorov-Smirnov utilizamos o teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis para avaliar se ha diferenca entatistica significante entre
0S grupos. Em todos os casos foi utilizado p<0.05 como limite de significancia. As
andlises foram acompanhadas do teste de Dunn para multiplas comparacgdes entre 0s
grupos experimentais. Todas as analises foram feitas utilizando o software de estatistica
Prism 5 (GraphPad).



RESULTADOS E
DISCUSSAO

“I may never find all the answers.

I may never understand why.

I may never prove what | know to be true.
But I know that I still have to try”
(Dream Theater)
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5.1 Analise histoquimica

A coloracdo histoldgica permitiu a observacdo da citoarquitetura do tecido
ovariano, bem como a diferenciacdo de estruturas especificas do tecido. Esse resultado
serviu de auxilio durante a identificacdo do tipo celular reativo a reacdo de imuno-
histoquimica [Figura 4].

Assim, observamos no ovario duas regides: o cortex, onde estdo distribuidos 0s
foliculos em vaérios estagios do desenvolvimento e os corpos luteos, que sdo foliculos pos
oocitacdo; e a medula, regido que contém tecido conjuntivo frouxo, além de vasos

sanguineos e nervos.

5.2 Analise do transcrito (RNAm) do Pmch no ovario

5.2.1 Hibridizacdo in situ

O método de hibridizacdo in situ revelou a expressao do RNAmM do Pmch no
ovario de ratas. Os cortes de ovario apresentaram marcagao caracteristica com a sonda
radioativa, evidenciada pela deposicéo dos granulos de prata [Figura 5].

Esse resultado nos indica que hd uma produgdo local do transcrito do gene
codificante do MCH [Pmch] no ovério, porém ainda ndo sabemos o que modula
localmente essa transcri¢ao génica.

Viale, Kerdelhue e Nahon (1999) sugerem uma possivel modulacdo da
transcricdo génica do Pmch pelo estradiol, uma vez que os niveis de imunorreatividade
ao MCH hipotaldmico aumenta apds 72 horas de reposicdo de estrogeno em macacas
ovariectomizadas, coincidindo com o pico de LH. Dessa forma, o MCH pode estar
envolvido na regulacdo do hormdnio pré-ovulatorio — LH.

A regulacdo local de producao de MCH no ovario é objetivo de estudos futuros.



Figura 4 - Anlise histoquimica do ovario. Fi icrografias de campo claro do ovério de rata no 19° dia de
lactagdo em corte transversal submetido a coloragdo por hematoxilina e eosina.

A, visdo geral da estrutura do ovario; B, foliculos ovarianos evidenciados; C, corpo luteo evidenciado; D, estrutura
das células do corpo luteo.

Legenda: CL, corpo ltiteo; setas, indicando foliculos em varios estagios de d Ivi to: estruturas presentes
no cértex ovariano; m, medula ovariana.

Barra=250ymem A; 100pmem B e C; 10um em D.

A - Mo -

-~

Figura 5 - Hibridizacao in situ para o RNAm do Pmch em ovario de rata em diestro.

A, fotomicrografia em campo claro mostrando pontos de referéncia citoarquiteténicos no tecido; B, fotomicrografia
em campo escuro evidenciando o depésito dos granulos de prata. Detalhe da marcagao evidenciado [setas].

Barra: 100 um.
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5.2.2 Transcricdo reversa sequida pela reagdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR)

Visando corroborar os achados prévios obtidos pela hibridizacdo in situ e com a
intengd@o de obter um resultado semi quantitativo acerca da transcri¢cdo génica do Pmch
no ovario, realizamos a técnica da PCR pela transcricdo reversa.

Nossos dados indicam que ha de fato expressdo do RNAmM do Pmch no tecido
ovariano, porém essa expressao ndo varia com as fases do ciclo reprodutivo analisadas.
Os valores médios obtidos de cada grupo ndo puderam ter sua normalidade comprovada
através do teste de Kolmogorov-Smirnov em fungdo do limitado espaco amostral, de
forma que apds serem submetidos ao teste de Kruskal-Wallis ndo observamos diferencas
estatisticamente significantes, tanto para o grupo de ciclo estral (p = 0.14) quanto para o
grupo de gestagéo e lactacdo (p = 0.27). Os resultados podem ser observados graficamente
na Figura 6. Dessa forma, ndo existe variacdo estatisticamente significante na expressao
do RNAm do Pmch durante as diferentes fases do ciclo reprodutivo.

Sendo assim, a producdo do MCH parece sofrer uma regulacdo constante ao
longo dessas fases, porém o fator determinante desta regulacéo é ainda desconhecido.
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Figura 6 - Nivel génico do Pmch no ovério analisado pela técnica de RT-PCR. A) Quantificagao relativa
da densitometria da banda relativa ao RNAm do Pmch em gel de agarose dos ovirios de ratas nas
fases do ciclo estral (diestro, proestro, estro, metaestro). Barra: desvio padrio da média. A") Gel repre-
sentativo das amostras com as bandas correspondentes ao transcrito reverso amplificado pela PCR.
B) Quantificagdo relativa da densitometria da banda relativa ao RNAm do Pmch em gel de agarose
nos ovérios de ratas nas fases de gestagao e em diferentes momentos da lactagao. 5DL, 5¢ dia da
lactagao; 12DL, 12° diada lactagao; 19DL, 19 dia da lactagao; 26 DL, 26° dia da lactacao. Barra: desvio
padrao da média. B’) Gel representativo das amostras com as bandas correspondentes ao transcrito
reverso amplificado pela PCR. Nimero amostral = 3 por grupo.
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5.3 Analise do peptideo MCH no ovario

5.3.1 Imuno-histoquimica

Com a finalidade da identificacdo in situ das células produtoras do peptideo
MCH no ovario, submetemos os cortes desse tecido ao método de imuno-histoquimica,

que demonstrou a presenca de células imunorreativas.

5.3.1.1 Imuno-histoquimica pelo método da peroxidase

Houve a padronizagdo da imuno-histoquimica pelo método da peroxidase para
0 MCH em ovario. Como controle positivo da reacao foram utilizados cortes de testiculo,
que como esperado, apresentaram marcacdo, validando a técnica [Figura 7]. Uma vez
confirmada a reacdo do controle positivo, submetemos cortes de ovario ao método da
imuno-histoquimica, que revelou a presenca de células imunorreativas ao anticorpo do
MCH em tecido ovariano. [Figura 7]. Contudo, observamos que este método de coleta e
fixacdo do tecido ndo permitiu a obtencao de cortes com excelente qualidade histologica,
prejudicando a posterior analise de sua estrutura e, de certa forma, dificultando a
identificagdo do tipo celular reativo ao anticorpo utilizado. Para solucionar esse problema

buscamos uma nova forma de processamento.



Figura 7 - Imunorreatividade ao anticorpo anti- rMCH na reagdo de imuno-histoquimica pelo método da peroxidase.

Fotomicrografias em campo claro de tecidos submetidos a i histoquimica pelo método da peroxidase.
A, corte transversal de testiculo de rato; A, detalhe da marcacgdo das células do corte i idenciada em maior au-
to; B, corte sal de ovério de ratas em diestro; B; detalhe da marcacdo das células do corte anterior

evidenciada em maior aumento. Legenda: TS, tubulo seminifero; CL, corpo luteo. Barra: 100pmem Ae B; 40umemA’eB".
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5.3.1.2 Teste do fixador

Duas novas fixacBes foram testadas de forma a obter tecido integro, com boa
morfologia e com boa marcacdo: a) formaldeido 4% em PBS, ou b) solucéo de methacarn
[60% metanol, 30% cloroférmio, 10% acido acético]. De acordo com nossos objetivos,
foi com o segundo método de fixagdo [mathacarn] que obtivemos nossos melhores

resultados [Figura 8].

5.3.1.3 Titulacdo do anticorpo MCH em tecido ovariano

Os ovarios fixados em methacarn foram submetidos a um teste de titulagdo para
padronizacdo da melhor concentracdo do anticorpo. As seguintes concentraces foram
testadas: [1:300], [1:1.000], [1:3.000] e [1:30.000]. Como resultado, observamos que na
imuno-histoquimica pelo método da fosfatase alcalina a melhor concentragdo do
anticorpo anti-MCH em tecido ovariano foi de 1:1.000 [Figura 9].



52

¥

Figura 8 - Comparagao entre os métodos de fixagdo do ovario apés reagao de imuno-histoquimica pelo método da fosfa-
tase alcalina anti-rMCH. F icrografias em po claro. A,A; ovario fixado pelo método de methacarn; B,B; ovario
fixado em formalina 10% em PBS. Legenda: CL, corpo ltiteo; setas: foliculos. Barra: 100pm em A e B; 50umemBeB".

F P By Y. e o Y . - 5 X
Figura 9 - Titulagdo do anticorpo anti-rMCH em ovario fixado pelo método de methacarn. Fotomicrografias em
campo claro demonstrando a reatividade celular em diferentes concentragées.

A, [1:300]; B, [1:1.000]; C, [1:3.000]; D, [1:30.000]. Barra: 50pm.
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5.3.1.4 Imuno-histoquimica pelo método da fosfatase alcalina

Houve a padronizacdo dessa técnica para o MCH em tecido ovariano.
Verificamos a presenca de imunorreatividade em todos os grupos experimentais: em
ovarios coletados em todas as fases do ciclo estral [Figura 10], e de ratas no periodo de

gestacdo e lactacdo [Figuras 11 e 12].



Figura 10- Imunorreatividade ao anticorpo anti- rMCH em células de ovario de rata nas diferentes fases do ciclo
estral. Fotomicrografias de campo claro: A, A Diestro; B, B) Proestro; C, C; Estro; D, D; Metaestro.
Legenda: CL, corpo liiteo; seta, foliculo; m, medula. Barra: 50umem A, B, Ce D; 40umem A", B", C’'e D",
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Figura 11 - Imunorreatividade ao anticorpo anti-rMCH em células de ovério de rata na gestagéo, 5° e 12° dias da
lactagdo. Fotomicrografias de campo claro.

A, A, 10° dia de gestagao; B, B, 5° dia de lactagdo; C, C; 12° dia de gestacdo.

Legenda: CL, corpo liiteo; seta, foliculo; m, medula; Barra: 50umem A, Be C; 40umem A, B'e C'
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Figura 12 - Imunorreatividade ao anticorpo anti-rMCH em células de ovario de rata no19° dia e 26° dia com desmame e
26° dia de lactagdo sem desmame. Fotomicrografias de campo claro. A, A] 19° dia de gestagao; B, B} 26° dia de lactagao
com desmame; C, C; 26° dia de lactagdo sem desmame.

Legenda: CL, corpo liiteo; seta, foliculo. Barra: Barra: 50umem A, B e C; 40umem A} B'e C'.

56



57

a) Controle positivo da reagdo

Cortes de testiculo de ratos foram utilizados para as rea¢6es de controle positivo para
0 MCH. A reacdo foi capaz de revelar padrao consistente de imunomarcacdo para MCH

nesse tecido [Figura 13].

b) Controle negativo da reagao pela omissdo do anticorpo primario

Como controle negativo realizamos 0 mesmo protocolo em ovario, apenas
omitindo a incubacdo em anticorpo primario, sendo utilizada somente solucéo tampéo. O
anticorpo secundario e o complexo avidina-biotina foram mantidos. Essa reagdo néao foi

capaz de revelar imunomarcagdo no ovario [Figura 13].

c) Controle de negativo da reagdo pela substitui¢do por anticorpo irrelevante

Para garantir a especificidade da marcagdo encontrada realizamos o teste do
anticorpo irrelevante (Malik, Lillehoj, 1994). Este consiste em incubar como anticorpo
primario outro anticorpo, cujo antigeno esper-ase que ndo seja produzido no tecido. Esse
anticorpo deve ser produzido na mesma espécie animal que o anticorpo de interesse, para
descartar a possibilidade de uma marcacéo inespecifica. Essa reacdo também ndo revelou

a presenca de imunomarcacao no ovario [Figura 13].



Figura 13 - Controles da reagao de i histoquimica. F icrografias em po claro. A, A, positivo:
testiculo; B,B; controle negativo: ovario; C,C; reacdo com anticorpo irrelevante (insulina): ovério. Legenda: TS,
tabulo seminifero; CL, corpo luteo, Setas, folicul i ; m, medul.

Barra: 250pmemA,Be C; 50umemA’, B'eC".
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A imuno-histoquimica revelou marcagdo em corpo liuteo e na medula ovariana
[Figura 14]. Esse resultado foi consistente em todas as fases do ciclo reprodutivo
analisadas. Contextualizando essas estruturas descritas temos que, 0 ovario consiste em
duas regides distintas: o cortex, contendo foliculos produtores do ovdcito e 0s corpos
luteos; e medula formada por tecido conjuntivo frouxo, além de nervos e vasos
sanguineos.

Nossos dados confirmam a presenca de imunorreatividade do MCH em corpo
luteo, que sdo foliculos pds-ovulatérios, secretores de progestinas e estrogenos. O corpo
luteo é formado por uma reorganizacdo do foliculo apds o processo de oocitacdo: as
células da camada granulosa dos foliculos juntamente com as células da teca sofrem
alteragdo morfoldgica, aumentando de tamanho e armazenando lipideos. O corpo luteo é
uma estrutura transitéria cuja funcdo é a preparacao dos 6rgaos internos para a gravidez.
Caso essa ndo ocorra este comeca a se degenerar, formando o corpo albicans, porém, se
ocorrer, o corpo luteo aumenta de tamanho, secretando progesterona que contribui para a
interrupcédo do desenvolvimento ciclico dos foliculos.

Aléem do corpo luteo, encontramos marcacdo na medula ovariana. Esta, no
animal adulto, além das estruturas previamente descritas, contém em uma rede ovarica
rudimentar, resquicio embrionario da génada antes indiferenciada.

Hervieu e Nahon (1995) descreveram a presenca de RNAm do Pmch em tecidos
periféricos, incluindo testiculos. Nestes, observaram a presenca especificamente em
células de Sertoli. Estas sdo células de sustentacdo, que com seu complexo de juncdes
oclusivas e do tipo gap formam um microambiente para o desenvolvimento dos
espermatozoides, nos tubulos seminiferos.

Em uma abordagem embriologica notamos que foliculos ovarianos e tubulos
seminiferos possuem uma origem comum: os corddes gonadais, estruturas epiteliais que
penetram na gbnada indiferenciada. Nossos dados mostram pela primeira vez que o MCH
estd localizado em corpo lateo, estrutura derivada dos foliculos ap6s o processo de
oocitacdo. Ainda ndo compreendemos a auséncia de marcacdo em células foliculares pré-
ovulatérias ou 0 motivo da expressdo do peptideo se dar apenas apos a transformacao em

corpo luteo.



Figura 14 - Locais de marcagio de imunorreatividade em ovario. A e D: imuno-histoquimica pelo método da peroxidase;
B, C, E e F: imuno-histoquimica pelo método da fosfatase alcalina.

A, B, C: imunorreatividade em corpo luteo; D, E, F: imunorreatividade em medula ovariana.

Legenda: CL, corpo liiteo, cabegas de setas, detalhe da marcagido; m, medula.

Barra: 100um em E; 50ym em A,B,D; 10umem C.
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A tabela 2 compara os resultados até entdo registrados da presenca do MCH em

gbnadas.

Tabela 2 - Registros da presenca do MCH em gonadas: estruturas derivadas dos
corddes gonadais e suas respectivas localizacdes.

Embrido XY Embrido XX
Medula Rede testicular [a] Rede ovarica [b]
Cortex Tunica albuginea Foliculo primordial [b]

Legenda: Estruturas derivadas dos corddes gonadais e suas respectivas localizagdes. A estrutura
identificada com [a] é registrada no trabalho de Hervieu e Nahon (1995) como portadoras do RNAm
do Pmch; estruturas com [b] séo identificadas nosso trabalho como imunorreativas ao anticorpo anti-
rMCH.

5.3.2 Western blotting

Realizamos a técnica de western blotting para uma analise semi quantitativa da
producdo do peptideo MCH no ovério. Através dos dados de densidade dptica foi feita a
razdo entre 0s dados obtidos para 0 MCH e para a proteina de referéncia beta actina, e 0s
dados estdo representados graficamente na figura 15.

Uma vez que os dados ndo atenderam aos pré-requisitos para testes paramétricos,
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, que revelou ndo haver diferenca estatisticamente
significante entre os grupos amostrais (p = 0.53 para o ciclo estral e p = 0.42 para 0s
grupos de gestacao e lactacao).

Esses resultados estdo em conformidade com os apresentados até agora. Os
valores de MCH néo parecem alterar nas fases analisadas, de forma que ndo encontramos
diferencgas estatisticas ao compararmos os valores obtidos pela quantificacao relativa das

amostras.
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Figura 15 - Nivel protéico do MCH no ovério analisado pela técnica de western blotting.

A) Quantificagdo relativa da densitometria da banda relativa ac MCH no ovario de ratas nas
fases do ciclo estral (diestro, proestro, estro, metaestro). Barra: desvio padrio da média.
A')Bandas correspondentes ao peptideo MCH em membrana de nitrocelulose.

B) Quantificagdo relativa da densitometria da banda relativa ao MCH no ovério de ratas nas
fases de gestacdo e em diferentes momentos da lactagdo. 5DL, 5° dia da lactacao; 12DL, 12°
dia da lactagdo; 19DL, 192 dia da lactagdo; 26 DL, 26° dia da lactagdo. Barra: desvio padrao da
média. B’)Bandas correspondentes ao peptideo MCH em membrana de nitrocelulose.
Numero amostral = 3 por grupo.
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5.4 Ensaio Imunoenzimatico

Foram realizadas as dosagens dos niveis séricos dos horménios progesterona,
prolactina e MCH. Esses valores serdo descritos comparando os grupos do ciclo estral
[proestro, estro, metaestro e diestro] com os grupos apds 4, 8 e 12 dias de ovariectomia
[Ovx 4, Ovx 8 e Ovx 12, respectivamente] e, separadamente, comparando 0s grupos de
gestacdo e de diferentes momentos da lactacao [5°, 12° e 19° 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 multiplas comparacdes de Dunn revelou diferenca
significativa entre o grupo proestro [79,34 ng/mL] e ovariectomia 4 dias [5,89 ng/mL; P<
0,01], refletindo a diminuicdo esperada de hormonios ovarianos circulantes apés a
remocdo dos ovarios [Figura 16A]. Também observamos efeito da fase do ciclo
reprodutivo na quantidade de progesterona (p = 0,0017), com diferencas entre o grupo
26° dia de lactacdo com desmame [25,44 ng/mL] e os grupos 10° dia de gestacdo [162,26
ng/mL; p<0,05] e 5° dia de lactagéo [187,05 ng/mL; p<0,01] [Figura 16B].
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Figura 16 - Quantificacdo dos niveis circulantes de progesterona.

A) Em ratas nas fases do ciclo estral (proestro, estro, metaestro, diestro) e 4 dias
(Ovx 4), 8 dias (Ovx 8) e 12 dias (Ovx 12) ap6bs a ovariectomia. Referéncia estatistica
em relacdo ao grupo proestro. P< 0,05 (*). Barra: desvio padrao da média.

B) Em ratas durante a gestacdo e em diferentes momentos da lactacdo (5DL, 5° dia
da lactacdo; 12DL, 12° dia da lactagdo; 19 DL, 19° dia da lactagdo; 26 DL, 26° dia da
lactacdo) Referéncia estatistica em relacdo ao grupo 26DL CD. P< 0,05 (¥) e P< 0,01
(**). Barra: desvio padrdo da média.
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Os baixos valores de progesterona encontrados nas coletas realizadas apds a
ovariectomia eram esperados, uma vez que a secrecao de progesterona é realizada pelo
corpo luteo ovariano. Esses valores servem como controle de nossa dosagem.

O corpo luteo gestacional secreta progesterona e faz com que seus niveis sejam
observados mais altos durante a gestacdo. Porém, segundo o trabalho de Grota and Eik-
nes (1967) os valores de progesterona reduzem proximo ao parto, voltando a aumentar
por volta do 5° dia de lactagdo. Essa redugdo € proposta como mecanismo que permite
uma mudanca fisiolégica em preparacdo para o parto. Nossos dados se mostraram
consonantes, também demonstrando esse aumento nos niveis circulantes de progesterona
no inicio do periodo de lactacéo.

Ademais, essa alteracdo nos valores de progesterona deve funcionar como um
controle na secrecéo de prolactina, onde valores mais baixos de progesterona no final da
gestacdo seguido de um aumento durante a lactacdo é determinante para a inibicéo e
estimulacdo, respectivamente, da secrecdo de prolactina ambos mediados pelo, sistema
opidide (Soaje, de Di Nasso, Deis, 2002).

5.4.2 Prolactina

Ao analisar as concentracdes 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 diferenca significativa entre os grupos proestro [7,49
ng/mL] e metaestro [0,84 ng/mL] com p<0,05, e entre os grupos 10° dia de gestacao [0,62
ng/mL; p< 0,05] e 26° dia de lactacdo com desmame [0 ng/mL; p< 0,01] em relagcdo ao

grupo 12° dia de lactacédo [4,12 ng/mL] [Figura 17].
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Figura 17 - Quantificacdo dos niveis circulantes de prolactina.

A) Em ratas nas fases do ciclo estral (proestro, estro, metaestro, diestro) e 4
dias (Ovx 4), 8 dias (Ovx 8) e 12 dias (Ovx 12) apds a ovariectomia. Referéncia
estatistica em relacdo ao grupo metaestro. P< 0,05 (*). Barra: desvio padrdo da
média.

B) Em ratas durante a gestacao e em diferentes momentos da lactacdo (5DL, 5°
dia da lactacao; 12DL, 12° dia da lactacdo; 19 DL, 19 dia da lactacdo; 26 DL,
260 dia da lactacdo) Referéncia estatistica em rela¢do ao grupo 12DL.P< 0,05
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Os altos niveis de prolactina observados durante o proestro sdo provavelmente
resultado da inducdo da hiperprolactinemia induzida pelo estrégeno, como também
observado por Freeman (2000), sendo que esses valores comegam a reduzir ja na manha
no estro, permanecendo baixos até o proximo proestro. Este mesmo trabalho também
observa que os niveis de prolactina se reduzem a partir do 10° dia de gestacdo,
possivelmente devido a acdo do feedback negativo dos lactogénicos placentarios que
agem no eixo hipotalamo-hipofise (Freeman et al., 2000). Nossos dados concordam com
essas alteragdes, revelando baixos niveis de prolactina a partir do 10° dia da gestacdo. Os
niveis de prolactina voltam a aumentar apos o parto, durante a lactacdo. Segundo Gratan
(2015) durante o fim da gravidez hd uma diminuicdo da atividade dos neurbnios
dopaminérgicos - a principal inibicdo da secrecdo de prolactina, associada a picos de
secrecdo de prolactina imediatamente ap0s o parto. Isso resulta em aumento dos niveis
circulantes desse hormdnio, necessario para a producdo do leite, aumento esse também
observado em nossos resultados.

A diferenca observada nos grupos com desmame (26DL CD) e sem desmame
(26DL SD) confirma o fato de que a succdo é o principal estimulo para liberacdo de
prolactina pelos lactotréfos da hipofise anterior (Crowley, 2015). Logo, a retirada do
estimulo é suficiente para reduzir os niveis circulantes desse horménio, observado em

nossa dosagem.

5.4.3 Horménio concentrador de melanina

A quantificacdo sérica do MCH nos mostrou uma variagdo nos valores dos grupos
do ciclo estral [Kruskal-Wallis: efeito da fase de coleta sobre o nivel de MCH, p< 0,05 ].
O teste de multiplas comparacdes de Dunn revelou uma reducdo 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 secrecao de progesterona ocorre durante o
meio dia do metaestro e mantém-se até a madrugada do diestro, retornando rapidamente
aos niveis basais na manha do diestro (Smith, Freeman, Neill, 1975). O inverso acontece
em nossos dados: 0 MCH se reduz significantemente no metaestro, enquanto no diestro

jaretorna aos niveis observados nas demais fases do ciclo estral. Dessa forma, sugerimos
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que possivelmente, a progesterona atue como um modulador, inibindo a liberacdo de
MCH, fato inédito na literatura atual. Contudo, sera preciso investigar com maior
profundidade os efeitos que a progesterona desempenha sobre 0 MCH.

Vale ressaltar que o outro pico de progesterona observado no ciclo estral
acontece na tarde no proestro, resultado da estimulacdo pelo LH. Nessa fase, n6s nédo
observamos a reducdo sérica do MCH como esperado pela inibicdo pela progesterona.
Isso é possivelmente pelo padrdo de coleta utilizado. Como dito, nossas coletas foram
realizadas de forma padronizada as 13 horas, ou seja, no inicio do periodo da tarde. O
aumento nos valores de progesterona observados no proestro, e possivelmente inibidor
da liberacdo de MCH, comecam 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 reducdo 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
diferenca estatistica [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 liberacdo de MCH, isto é, a progesterona.
Esses dados foram consistentes nos grupos com 4, 8 e 12 dias apds a cirurgia de retirada
do ovério, sugerindo que, sem a ciclicidade de producdo de hormdnios ovarianos, 0s
niveis 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 reducao nos valores
nos grupos de ovariectomia, embora ndo 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 ovarios reduz a quantidade circulante de MCH
e para isso observacdo sugerimos duas explica¢fes. Os hormonios ovarianos podem
modular em nivel hipotalamico ou hipofisario a liberacdo do MCH ali produzido, de
forma que a retirada dos ovarios, sem a reposi¢do hormonal, foi capaz de alterar o padréo
observado nos niveis de MCH. Por outro lado, o MCH produzido no ovério pode
contribuir com os niveis circulantes desse peptideo, e dessa forma, a retirada dessa
glandula, um dos locais produtores de MCH, pode reduzir os seus valores séricos. Para
elucidar melhor essa questdo, futuros estudos com ratas hipofisectomizadas sao de grande

importancia.
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Uma outra consideracdo importante a ser feita é que a retirada do ovario nao leva
a remocdao total do MCH sérico e por isso sugerimos que o MCH encontrado no plasma
sanguineo deva ter diferentes origens além ovério. Outros tecidos periféricos como
coragdo, estbmago e intestino, ou mesmo o hipotalamo sdo locais de producéo e, portanto,
podem ser diferentes fontes de contribui¢cdo com 0s seus niveis séricos.

Em relacdo aos grupos gestacdo e lactacdo, nds ndo observamos diferenca
estatistica significante entre eles [Figura 19]. O estudo de Sun e colaboradores (2004)
revelou que ndo hd um aumento dos niveis séricos de MCH em ratas lactantes quando
comparadas com ratas virgens, concordando com nossos resultados, onde né&o
observamos diferenca significativa nos valores, fazendo uma comparacao entre o grupo
diestro e os grupos de gestacéo e lactagédo [Figura 19].

Por outro lado, j& se sabe que centralmente h& novos locais de producao de MCH
em ratas durante a lactacdo (Knollema et al., 1992; Rondini et al., 2010). Dessa forma,
o0s niveis de MCH sérico ndo devem refletir a expressdo de MCH central, proposta essa
endossada por Naufahu e colaboradores (2017), em um estudo recente realizado em
humanos, onde discutem que o MCH sérico ndo deve refletir a mesma funcdo

hipotalamica.
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Figura 18 - Quantificacdo dos niveis circulantes de MCH.

A) Em ratas nas fases do ciclo estral (proestro, estro, metaestro, diestro).
Referéncia estatistica em relacdo ao grupo proestro. P< 0,05 (*). Barra: desvio
padrao da média.

B) Em ratas na fase metaestro do ciclo estral e apds 4 (OvX 4), 8 (OvX 8) ou 12
(OvX 12) dias de ovariectomia. Barra: desvio padrao da média.



71

A MCH
5000-

4000-
3000+

20004

[pg/mL]
_|

10004

MCH
5000~

4000-

3000+

[Pg/mL]

Figura 19 - Quantificagcdo dos niveis circulantes de MCH.

A) Em ratas na fase diestro do ciclo estral e apos 4 (OvX 4), 8 (OvX 8) ou 12
(OvX 12) dias de ovariectomia. Barra: desvio padrdo da média.

B) Em ratas na fase diestro do ciclo estral, durante a gestacdo e em diferentes
momentos da lactagdo (5DL, 5° dia da lactagdo; 12DL, 12 dia da lactacdo; 19
DL, 19° dia da lactacao; 26 DL, 26° dia da lactacao).
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Em conjunto, os dados aqui apresentados nos levam a algumas consideracdes.
Assim com o MCH, diversos outros neuropeptideos sdo também produzidos em tecidos
periféricos, bem como peptideos produzidos perifericamente sdo também encontrados no
SNC, o que faz com que essas moléculas sejam integradoras das funcGes bioldgicas no
organismo (Waite, Geib, King, 2014).

Como exemplo, a ocitocina produzida nos nucleos supra-0ptico e paraventricular
do hipotdlamo €é secretada na hipdfise posterior alcancando a circulagdo sanguinea
(Crowley, 2015), dessa forma, atuando como neurohormdnio. 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 producédo central do MCH, é possivel afirmar que este atue
como neuromodulador no controle da liberacdo de hormonios pré-ovulatérios (Gonzalez,
Baker, Wilson, 1997; Murray et al., 2000a; Tsukamura et al., 2000; Smith, Grove, 2002;
Murray et al., 2006). Porém, essa modulagdo se mostra complexa, com diversos estudos
que se mostram inicialmente contraditérios, mas que, se analisados o0s sitios de
administragdo de MCH bem como o perfil endécrino do modelo animal podem sugerir
uma modulacdo do MCH sobre o LH e FSH (Naufahu, Cunliffe, Murray, 2013).

Williamson-Hughes e colaboradores (2005) demonstraram uma possivel via
neural direta pela qual o MCH pode desempenhar um papel importante na regulacéo da
fung@o neuronal do GnRH. Esse trabalho relata que fibras imunorreativas ao MCH se
projetam para cerca de 85 a 90% dos neurénios GnRH nas areas pré-optica medial e
hipotalamica anterior em rato, e cerca de 50 a 55% dos receptores MCHRL1 sdo expressos
em neurdnios GnRH. Diversos outros trabalhos a partir de entdo relataram essa
proximidade de fibras MCH com os neurénios produtores de GnRH (Murray et al., 2006;
Ward et al., 2009; Wu et al., 2009).

Para além dessa acdo em nivel hipotalamico, observamos também uma
regulacdo em hipofise, de forma que experimentos in vitro demonstraram um aumento
dos niveis do LH e do FSH apds incubacéo de células da eminéncia mediana e hipofise
anterior com MCH, condicionado a altas concentragdes de estradiol (Chiocchio et al.,
2001). Outra evidéncia a favor dessa hipotese veio da demonstracdo da grande aposi¢do
de fibras MCH com terminais imunorreativos a0 GNnRH na lamina externa da eminéncia
mediana (Williamson-Hughes, Grove, Smith, 2005). Fato interessante é que essas fibras

MCH exibem uma variacao ciclica 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 vao além e nos mostram que
se analisarmos apenas o proestro, a densidade dessas fibras, bem como das fibras GnRH
€ maior ao meio dia, j& diminuindo partir das 13 horas porém, ndo acompanhadas pela
diminuicdo na densidade das fibras imunorreativas do GnRH (Gallardo, Chiocchio,
Tramezzani, 2004).

Ao ser administrado na MPOA ou na eminéncia mediana, 0 MCH estimula a
liberacdo de LH em ratas ovariectomizadas tratadas com reposicdo hormonal (Gonzalez,
Baker, Wilson, 1997; Murray et al., 2000c; Murray et al., 2006). Porém, ao ser
administrado no Il ventriculo o MCH inibe a secrecdo de LH em ratas ovariectomizadas
com reposi¢do hormonal (Tsukamura et al., 2000). Além disso, outro contraponto é o
estudo de Ward e colaboradores (2009), que mostra que 0 MCH deve inibir os neurénios
produtores de GnRH.

E proposta também uma regulacdo do estradiol sobre 0 MCH (Mystkowski et
al., 2000; Messina et al., 2006). Murray e colaboradores (2000b) sugerem que um dos
mecanismos de regulacdo do precursor do MCH seja através do estrogeno na area incerto-
hipotaldmica, regido que contém uma sub populacdo neuronal produtora de MCH, uma
vez que a aplicacdo de estrégeno em ratas fémeas ndo ovariectomizadas diminui a
quantidade de MCH na IHy. Além disso, a administracdo de estrogeno diminuiu a
quantidade de proteina MCH e de seu receptor no hipotalamo (Santollo, Eckel, 2013).
Todavia, fato interessante é que os neurénios hipotalamicos produtores de MCH néo
possuem receptores para estrégeno sugerindo assim uma via indireta de regulacdo do
MCH pelo estrogeno (Santollo, Eckel, 2013)

Neste presente trabalho nods identificamos a presenga do MCH no ovario, um
tecido periférico relacionado a funcédo reprodutiva. Pouco se sabe sobre a agdo periférica
desse peptideo, porém, consideramos este trabalho uma evidéncia inicial de uma possivel
contribuicdo do MCH no eixo HPG, especificamente quanto a modulacdo da fungéo
reprodutiva.

Além dos estudos prévios sugerindo uma modulacgdo do estrégeno sobre o MCH,
nossos dados sugerem que o MCH, no ovario, possa ter sua liberacdo inibida pela
progesterona. Entretanto, diferente da liberagdo, a producdo do MCH no ovério parece
ter uma outra regulacao, uma vez que ndo observamos varia¢Ges nos niveis do seu RNAm

e de seu peptideo nesse tecido nos grupos analisados.
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Além do mais, neste presente estudo nds investigamos a possivel relacdo do
MCH com a funcdo reprodutiva. Dessa forma, o que observamos foi que 0s niveis
circulantes de MCH sofrem variagédo durante o ciclo estral, mas ndo durante a gestacéo e
lactacdo, informacéo esta inédita na literatura.

Ja se sabe que durante o ciclo estral ratas apresentam uma reducdo protéica de
MCH e de seu receptor durante o proestro no hipotalamo (Santollo, Eckel, 2013). Porém,
um estudo em andamento do nosso grupo de pesquisa visa mapear e comparar a
distribuicdo do MCH no hipotalamo de camundongos fémeas ao longo das fases do ciclo
estral, atentando-se para as suas diferentes populacGes hipotalamicas. Dessa forma,
poderemos relacionar com 0s nhiveis séricos e observar se segue 0 mesmo padrdo dos
estudos previamente citados, ou seja, de que os niveis circulantes de MCH néo refletem
seus valores de imunorreatividade hipotalamica.

Por outro lado, observamos que a producdo local de MCH no ovario deve
contribuir, mas ndo de forma exclusiva, com os niveis desse peptideo na circulacdo. Para
ampliar essa investigacdo é necessario preencher algumas lacunas e dessa forma
propomos estudos com ratas hipofisectomizadas por achar que estes serdo Uteis para
elucidar se existe uma contribuicéo nos niveis séricos do MCH produzido no hipotalamo,
secretados via hipofise posterior, e dessa forma, atuando com um neurohorménio.

A continuidade desses estudos propostos pode, assim, no futuro apontar o MCH
como um peptideo integrador de funcfes bioldgicas, importante para o estabelecimento

de uma comunicacao do SNC com tecidos periféricos.
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o NOs demonstramos a presenca do MCH no ovario de ratas em todas as
fases do ciclo estral, isto é, no proestro, estro, metaestro e diestro e observamos que 0s
niveis desse peptideo e do seu RNAm sdo constantes ao longo dessas fases.

. NOs também demonstramos a presenca do MCH no ovério de ratas
durante a gestacdo e em diferentes momentos da lactacdo, isto €, nos dias 5, 12 e 19 da
lactacdo, bem como no 26° dia da lactagdo com ou sem desmame no 21° dia e observamos
que os niveis desse peptideo e do seu RNAm sdo constantes ao longo dessas fases.

o NoOs medimos 0s niveis séricos de prolactina e progesterona para a
confirmacéo das fases do ciclo reprodutivo analisadas. Quantificamos também os niveis
séricos de MCH e observamos uma variagdo no ciclo estral, com valores
significantemente menores no metaestro, mas ndo identificamos variagcdo na gestacéo ou

nos diferentes momentos da lactacao.
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Lista de atividades realizadas durante o periodo do mestrado

e Conclusdo das disciplinas para a aquisicdo de créditos (36 créditos
concluidos dos 32 necessarios para a defesa da dissertacéo);

e “The 11th International Interim Conference on Plastination” - 13 a 16
de julho de 2015, Vitoria, ES: participa¢do na comissao organizadora.

e Simposio “Neural mechanisms of regulation of behavior and memory:
recent advances and future perspectives”: - 6 e 7 de julho de 2015, Séo
Bernardo do Campo, SP: participagdo no evento

e “VI Simpdésio da Pés-Graduacdo em Ciéncias Morfofuncionais™ - 16 e
17 de setembro de 2015 na Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, SP.

o Avaliacdo de posteres de iniciacdo cientifica.

o Participacdo no evento.

e VIII Jornada de Anatomia da USP — 11 a 22 de Janeiro de 2016, S&o
Paulo

o Ministrando aula tedrica e pratica com o tema: “Vascularizagéo
e inervacao dos musculos no membro superior”

o Monitoria nas seguintes aulas préaticas: “Musculos do ombro e
braco” e “Ossos e articulacédo do esqueleto axial”.

e Programa de Aperfeicoamento ao Ensino (PAE),

o Participacdo no primeiro semestre de 2016, atuando como
monitora bolsista na disciplina Anatomia Humana (BMA 126)
para o curso de Farmacia da Universidade de Sao Paulo.

o Participacdo no segundo semestre de 2016, atuando como monitora
voluntaria na disciplina Anatomia Humana (BMA 0311) para 0s
cursos de Fonoaudiologia, Fisioterapia e Terapia Ocupacional da
Universidade de S&o Paulo, onde pude ministrar a aula teorica

“Sistema Neurovegetativo”
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VIl Simpo6sio do programa de pos graduacdo em Ciéncias
Morfofuncionais, - 04 e 05 de outubro, no Instituto de Ciéncias
Biomédicas IlI.
o Organizacédo do evento
o Prémio de melhor trabalho de mestrado (1° lugar) do VII
Simposio da Pos Graduacdo em Ciéncias Morfofuncionais, no dia
5 de outubro de 2016.
IX Jornada de Anatomia da USP - 9 a 20 de janeiro de 2017.
o Participacdo da comissdo organizadora: Membro da Comissdo de
Organizacdo e Coordenadora da Comisséo de Selegéo.
o Ministrando aula tedrica a pratica com o tema: “Cortex cerebral”
o Monitora na aula pratica: “Cerebelo”.
XXVII Congresso Brasileiro de Anatomia- 20 a 23 de julho de 2016,
Natal RN.
o Participacdo no evento
o Prémio Irvénia Prada: “Melhor trabalho de anatomia animal do
XXVII Congresso Brasileiro de Anatomia”, no dia 23 de julho de
2016.
o Curadoria e coordenacao da exposi¢do “O admiravel corpo
humano”, ocorrida em paralelo ao evento.
Participacdo 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.
Conclusdo do Curso "Biosseguranca e Boas Praticas de Laboratério do
ICB
Concluséo do Curso "Armazenamento, Manuseio e Descarte de Produtos
Quimicos"

Conclusao do Curso “Uso de Animais em Experimentacao”



