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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 padrédo 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 €, 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 marcacao 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 ovaério 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 alteracdo 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 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.



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 alteracbes ciclicas em fémeas de
mamiferos. Essas alteracbes podem ser fisioldgicas, anatdmicas e comportamentais,
mediadas pelo padrdo de secre¢do 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 alteracGes sendo este um dos principais trabalhos base para os
estudos de reproducdo 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



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 fecundacgdo sdo observadas alteracdes que permitem a continuidade da
gestacdo até o0 momento do nascimento dos filhotes. Por exemplo, assim que a gestacdo
¢ 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 secrecao do hormonio 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 0 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 lactagcdo é um modelo fisioldgico ideal para estudar profundas modificaces
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 atraves da inibicao
dopaminérgica sobre a secrecdo do GnRH na aérea preoptica medial [MPOA], causando



assim um bloqueio do eixo hipotalamo-hipéfise-ovario (Numan, Stolzenberg, 2009; Liu,
Herbison, 2013). Além disso, por ser um estado de balanco energético negativo, a lactacéo
leva a inibigéo da funcdo reprodutiva devido a interrupgéo da ciclicidade ovariana (Fox,
Smith, 1984; Tsukamura, Maeda, 2001). Durante o periodo de lactagdo podemos
observar também a expressdao 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 alteracbes 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 séo 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 comega 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 manhd 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 padrdo 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



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 alteracdo 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 estrégeno (Negoro, Visessuwan, Holland,
1973; Akaishi, Sakuma, 1985). Sabe-se também que a administracdo de estrégeno
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 gestagdo

Sabe-se que os esteroides gonadais sd0 necessarios para criar um estado de
excitacdo sexual. Essa estimulacdo pode ser direta pela a ativagdo 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



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 secrecdo 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 gestacdo. 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 sdo mantidos pela acdo placentaria 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 é 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 luteotréfica 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).



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 inibicao 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 inibicéo
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 estimulagdo da porc¢éo cervical da vagina (VCS)
sobre a secrecdo de LH, Prolactina, Estradiol e Progesterona, para fins de ilustragdo do item 1.2.2. Legenda:
No VCS: padrdo hormonal apresentado durante o ciclo estral de ratas sem acasalamento. VVCS: padréo
hormonal até o quinto dia pos acasalamento. Area sombreada indica os niveis de prolactina. Retirado de
Erskine et al. (1995).



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 interrupcao da ciclicidade ovariana € 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 secrecéo
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 secre¢do 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 ovulacdo (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 estr6geno no nucleo anteroventral
periventricular (AVPV), outra regido hipotalamica com neurdnios produtores de
kKisspeptina, 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



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, autonémica 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 secre¢do de hormdnios 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 pré-opiomelanocortina, cujo peptideo derivado, o
horménio estimulante de melandcitos [MSH] estimula o comportamento sexual
(Bertolini, Gessa, 1981; Thody, Wilson, Everard, 1981). Além desses, o hormdnio
adrenocorticotréfico [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 hipotadlamo através da liberacdo do hormonio
liberador de corticotropina [CRH] no PVH (Herman et al., 2003; Brunton, Russell,
2008).

Outro peptideo hipotaldmico relacionado a funcdo reprodutiva é o hormonio
concentrador de melanina [MCH]. E proposto que o mesmo atue como intermediério na
regulacao entre o balanco energeético e a funcédo 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 apds 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



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 bioldgica 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 olfatérias (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 esta relacionado

ao comportamento maternal. Durante a lactacdo o MCH apresenta dois novos sitios de



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 Orgados 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 € menor
em tecidos periféricos, de forma que a quantidade deste RNAmM 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 RNAm 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).



o No6s demonstramos a presenga 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 s&o 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 RNAmM sdo constantes ao longo dessas fases.

o No6s 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 variacdo no ciclo estral, com valores
significantemente menores no metaestro, mas ndo identificamos variagéo na gestacéo ou

nos diferentes momentos da lactacéo.
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