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RESUMO 

 

Costa, HC. Caracterização da origem das fibras imunorreativas ao hormônio concentrador de 

melanina na lâmina interna da eminência mediana e na hipófise posterior durante a lactação 

em ratas Long-Evans (rattus norvegicus). [dissertação (Mestrado em Ciências 

Morfofuncionais)]- Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo; 

2013. 

Introdução: Em ratos, encontramos a expressão de RNAm do prépró-hormônio concentrador 

de melanina (ppMCH) e o peptídeo MCH principalmente nas áreas hipotalâmica lateral e 

incerto hipotalâmica. Entretanto, durante a lactação novos sítios de expressão do ppMCH e de 

imunorreatividade ao MCH (MCH-ir) foram identificados, como a parte ventral da área pré-

óptica medial (MPOA), ocorrendo o máximo de sua expressão no término da lactação (entre 

os dias 19º e 21º), e sem colocalização entre os neurônios produtores de ocitocina (OT) e de 

MCH no hipotálamo. Entretanto, também já foi demonstrado que o MCH induz a secreção de 

ocitocina na hipófise posterior (PPit) de ratos machos. Além disso, as fibras MCH-érgicas e 

OT-érgicas transitam pela lâmina interna da eminência mediana (MEi), mas não se conhece a 

origem das fibras MCH-ir e nem a sua possível relação com as fibras OT-érgicas. Objetivos: 

1) descrever a origem das fibras imunorreativas ao MCH na MEi e na PPit em ratas lactantes; 

2) descrever através da microscopia óptica as fibras MCH-érgicas e OT-érgicas e as relações 

entre elas na passagem pela MEi em direção à PPit em ratas lactantes; 3) quantificar o 

peptídeo ppMCH e OT na PPit em ratas lactantes. Material e Métodos: utilizamos ratas da 

linhagem Long-Evans, e os seguintes métodos: 1) a microscopia confocal para caracterizar as 

fibras MCH-ir e OT-ir que estão na MEi e na PPit; 2) a injeção de traçador neuronal 

retrógrado fluorescente, o Fluoro-gold® (FG) via intravascular e a combinação dos métodos 

de hibridização in situ e imuno-histoquímica para identificar as possíveis células duplamente 

marcadas (FG + RNAm ppMCH) no hipotálamo; 3) utilizamos a técnica de Western Blotting 

para quantificar o peptídeo ppMCH e OT na PPit. Resultados: 1) foi evidenciado, pela 

primeira vez, que há uma proximidade entre as fibras MCH-ir e OT-ir, 2) evidenciamos, 

também pela primeira vez, a colocalização de neurônios retrogradamente marcados com FG e 

que expressam RNAm do ppMCH na MPOA e na porção anterior do núcleo paraventricular 

do hipotálamo (PVHa), 3) demonstramos que há um aumento do peptídeo MCH e uma 

diminuição da OT na PPit no 19º dia de lactação. Conclusão: os dados demonstram que o 

surgimento da plasticidade neuronal para expressão do ppMCH na MPOA, a proximidade das 

fibras MCH-ir e OT-ir na MEi e a maior quantidade de MCH e menor de OT na PPit fazem 

parte de um controle neuroendócrino para o término do período de lactação e o 

comportamento maternal.  

 

 

Palavras chaves: Ocitocina. Comportamento maternal. Hipófise. Hipotálamo. Fluoro-gold. 

Área pré-óptica medial.  

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Costa, HC. Characterization of the origin of melanin-concentrating hormone immunoreactive 

fibers in the internal layer of the median eminence and the posterior hypophysis during the 

lactation period in Long-Evans rats (Rattus norvegicus). [dissertation (Masters thesis in 

Science)] - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 

 

Introduction: It has been described that the expression of prepro-melanin-concentrating 

hormone (ppMCH) mRNA and MCH peptide are mainly localized in the lateral hypothalamic 

and in the incerto hypothalamic areas of the rat. However, during lactation new sites of 

ppMCH mRNA expression and MCH immunoreactivity (MCH-ir) were identified in the 

ventral part of the medial preoptic area (MPOA), with its peak at the end of lactation period 

(between the 19
th

 and 21
st
 days), besides, there is not colocalization between MCH and 

oxytocin-producing neurons (OT) in the hypothalamus. However, it has also been 

demonstrated that the MCH induces secretion of oxytocin in the posterior hypophysis (PPit) 

in male rats. Furthermore, MCH-ir and OT—ir fibers are described by passing in the internal 

layer of the median eminence (MEi). However, the origin of the MCH-ir fibers and its 

possible relationship with the OT-ir fibers are not known. Objectives: 1) describe the origin 

of the MCH immunoreactive fibers in the MEi and PPit in lactating rats, 2) describe through 

the optical microscopy the MCH-ir and OT-ir fibers and the relationship between them in 

passing by MEi toward PPit in lactating rats, 3) quantify the amount of ppMCH and OT in the 

PPit of lactating rats. Material and Methods: we have used Long-Evans rats, and the 

methods were: 1) confocal microscopy to characterize the relationship between MCH-ir and 

OT-ir fibers that are in the MEi and PPit, 2) injection of a fluorescent retrograde neuronal 

tracer, Fluoro-Gold ® (FG) intravascularly to identify possible sites of double-labeled cells 

(FG + ppMCH mRNA) in the hypothalamus by using a combination of methods of in situ 

hybridization and immunohistochemistry; 3) the technique of Western blotting was used to 

quantify ppMCH and OT in PPit. Results: 1) it was demonstrated for the first time, that there 

is a closeness between the MCH-ir and OT-ir fibers in the MEi, 2) it was evidenced also for 

the first time, the colocalization of ppMCH mRNA-producing neurons and FG in the MPOA 

and in the anterior portion of the paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVHA), 3) 

there is an increase of ppMCH in the PPit, but a decrease of OT amount on the 19
th

 day of 

lactation. Conclusion: the data found in this work allow us to suggest that there is a neuronal 

plasticity mechanism in the MPOA of the MCH-producing neurons and, the proximity of 

MCH-ir and OT-ir fibers in the MEi, and that at the same time an increase of MCH-ir and a 

decrease of OT-ir in the PPit are part of a neuroendocrinological control that would work at 

the final stages of lactation and maternal behavior. 

 

Keywords: Oxytocin. Maternal behavior. Hypophysis. Hypothalamus. Fluoro-Gold. Medial 

preoptic area 
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__________________________________________________________________ Introdução 

O hormônio concentrador de melanina (MCH) tem sido muito estudado nos últimos 

anos como um dos principais neuromoduladores do comportamento alimentar em mamíferos 

(Elmquist, 2001;  Elmquist et al., 1999;  Niswender et al., 2004;  Sawchenko, 1998;  Smith, 

Grove, 2002;  Woods, D'Alessio, 2008). 

No entanto, outras funções podem ser atribuídas ao MCH, principalmente pelo fato de 

ser expresso essencialmente no hipotálamo. Provavelmente é um regulador de respostas 

endócrinas, autonômicas e comportamentais que garante a homeostasia do indivíduo, sua 

sobrevivência e, portanto, a manutenção da espécie. 

 Algumas características inerentes aos mamíferos e de suma importância para a 

sobrevivência da espécie estão nos períodos de gestação e de lactação. A lactação é um estado 

fisiológico natural posterior ao parto, caracterizado pela alta demanda energética, pela 

inibição da função ovariana, dentre outras alterações fisiológicas e comportamentais da fêmea 

requeridas pelas circunstâncias (Numan, 2006).   

 Estudos como o de Knollema et al. (1992) e Rondini et al. (2010) colocam o MCH 

como um possível regulador envolvido no processo de lactação, uma vez que relataram que 

ocorre a expressão do RNAm do pré-pró-hormônio concentrador de melanina (ppMCH) e a 

presença do peptídeo MCH, principalmente na parte ventral da área pré-óptica medial 

(MPOA) somente no período lactante. Foi relatado, também, que o pico dessa expressão 

ocorre no término da lactação (entre os dias 19º e 21º). A MPOA está localizada na região 

rostral do hipotálamo e com evidências muito robustas de seu envolvimento no 

comportamento maternal (Numan, Stolzenberg, 2009). 

 Um hormônio que tem seu papel há muito tempo conhecido na reprodução, 

principalmente durante o parto e na lactação é a ocitocina (OT). A OT é um hormônio 

hipotalâmico produzido e transportado por neurônios neurossecretores para a hipófise posterior 

(PPit) onde é liberado. Esses neurônios neurossecretores antes de chegarem à PPit passam pela 

eminência mediana (ME). Estrutura essa que é dividida em lâmina interna e externa, onde 

encontramos principalmente axônios e terminais de axônios muito próximos aos capilares 

sanguíneos, estabelecendo uma região de contato neuro-humoral entre o hipotálamo e a 

hipófise. É descrito na literatura a presença na lâmina interna da ME (MEi), de fibras 

imunorreativas ao MCH (Bittencourt et al., 1992) e também de fibras imunorreativas à OT 

(Swanson, 1987). Essa associação entre fibras MCH-érgicas e OT-érgicas sugere uma relação 

entre o MCH e a OT e que o MCH deva ter alguma função no término do período de lactação.  
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__________________________________________________________ Revisão Bibliográfica 

2.1 Características fisiológicas da lactação 

 

 Durante o comportamento maternal as fêmeas executam ações para garantir a 

sobrevivência dos seus filhotes. Entre essas ações inclui-se a lactação, que é um dos 

comportamentos maternais indispensáveis para o crescimento e o desenvolvimento dos 

recém-nascidos (Numan, 2006;  Voogt, 1978). A lactação é resultante de um mecanismo 

neuroendócrino sincronizado que envolve uma rede de conexões hipotalâmicas e extra-

hipotalâmicas. As conexões regem atividades fisiológicas que estimulam a secreção de leite 

(Tucker, 1979). Tal secreção é um processo complexo de múltiplos estágios que inclui o 

desenvolvimento estrutural da glândula mamária, a produção e o início da secreção de leite 

após o advento do parto e a manutenção da produção de leite durante o período lacterífero na 

fêmea  (Buhimschi, 2004). 

 Para garantir adaptação da lactante a essa nova condição pós-parto, várias alterações 

fisiológicas ocorrem, entre elas: o aumento dos níveis séricos de prolactina (PRL) e ocitocina 

(OT); um profundo efeito na homeostasia energética, com aumento no consumo de água e 

alimento; a interrupção do ciclo reprodutivo; e uma indução ao comportamento maternal 

(Grattan, 2001;  Smith, Grove, 2002). 

 

2.1.1 Ação da prolactina e ocitocina durante a lactação 

 

Os aspectos hormonais da lactação envolvem hormônios da hipófise anterior 

(adenohipófise) e da posterior (neurohipófise). As alterações hormonais ocorridas durante a 

gestação contribuem para o desenvolvimento do tecido mamário permitindo a produção do 

leite (Buhimschi, 2004). 

Os hormônios sexuais, progesterona e estrógeno estão presentes em grande quantidade 

durante a gravidez e alcançam níveis máximos perto do final da gestação. E a queda do nível 

dos mesmos após o nascimento do feto é que gera o estímulo para o início da lactação (Voogt, 

1978). 

Outros hormônios como o do crescimento (GH), o adrenocorticotrófico (ACTH), o 

tireóideo-estimulante (TSH), a insulina e o paratormônio (PTH) também contribuem para a 

lactação, no entanto é a PRL e a OT que ocupam um lugar de destaque nesse processo 

(Buhimschi, 2004;  Freeman et al., 2000;  Tucker, 1979). 

A PRL é produzida principalmente por células especializadas da hipófise anterior 

(lactotróficos). Sua produção ocorre também em outros tecidos, incluindo a mama, a placenta, 
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e em regiões do encéfalo e também pelo sistema imunológico. A regulação de sua secreção é 

hipotalâmica e predominantemente com efeito inibitório mediado pela dopamina. A PRL é 

bem conhecida pelos efeitos que exerce sobre a glândula mamária, promovendo o seu 

desenvolvimento e a produção de leite. No entanto, ela também tem influência em outras 

ações relacionadas à reprodução dos mamíferos, como o acasalamento e o comportamento 

maternal (Freeman et al., 2000). A PRL promove a síntese láctea e, juntamente com a OT 

promovem o reflexo de ejeção de leite (Lee et al., 2009). 

A OT é sintetizada principalmente nos neurônios magnocelulares dos núcleos 

paraventriculares (PVH) e supra-óptico (SO) do hipotálamo. Este hormônio é transportado 

por meio de proteínas transportadoras denominadas neurofisinas, dos neurônios 

magnocelulares dos PVH e SO, através lâmina interna da ME para a PPit, local onde é 

armazenado e liberado para a corrente sanguínea para atingir os seus órgãos-alvo (Kiss, 

Mikkelsen, 2005;  Lee et al., 2009;  Leng et al., 2008;  Neumann, 2008).   

A OT também tem uma ação central como um neuromodulador, sendo liberado no 

sistema nervoso central por meio dos neurônios parvocelulares, os quais estão localizados no 

PVH e em outras regiões do prosencéfalo (Lee et al., 2009;  Numan, Stolzenberg, 2009). 

A OT tem a função indutora da contração uterina durante o parto foi descoberta em 

1906 e em 1911 a sua influência fundamental na ejeção do leite foi descrita. Estudos mais 

recentes têm investigado outras funções da OT, como por exemplo, a sua atuação sobre 

diversos comportamentos tanto em humanos como em outros animais. Entre estes 

comportamentos podemos citar: reconhecimento social, a monogamia, o orgasmo, a 

ansiedade, a agressividade, a confiança, afetividade e o comportamento maternal (Lee et al., 

2009;  Leng et al., 2008;  Neumann, 2008). 

A PRL e OT mantém a lactação, mas a quantidade de leite produzido está diretamente 

relacionada com a intensidade da sucção e do número de filhotes junto ao mamilo da rata 

lactante (Lincoln, Paisley, 1982).  

 

2.1.2 Homeostasia energética durante a lactação 

 

Regulando o comportamento alimentar encontramos uma série de hormônios e 

neuropeptídeos, tais como a leptina, o MCH, o neuropeptídio Y (NPY), o transcrito regulado 

pela cocaína e anfetamina (CART), o pró-ópio-melanocortina (POMC), o alfa hormônio 

estimulador de melanócito (-MSH), a orexina (ORX) e o peptídeo relacionado à proteína 

agouti (AgRP), que são extensivamente descritos na literatura como envolvidos no 



21 

 

__________________________________________________________ Revisão Bibliográfica 

comportamento alimentar e no controle do peso corporal (Elmquist, 2001;  Elmquist et al., 

1999;  Niswender et al., 2004;  Sawchenko, 1998;  Smith, Grove, 2002;  Woods, D'Alessio, 

2008).  

É provável que o comportamento alimentar durante a lactação também seja regulado 

por esses hormônios e neuropeptídeos. Sendo que uma das características da lactante é a 

hiperfagia associada a um estado de balanço energético negativo (Smith, Grove, 2002). Tanto 

o aumento do consumo de alimentos como o aumento do gasto energético é uma adaptação da 

exigência de energia para síntese e ejeção do leite (Wade et al., 1996). 

 

2.1.3 Inibição da reprodução durante a lactação 

 

 Durante a lactação há uma inibição da secreção do hormônio luteinizante (LH) 

independentemente dos hormônios ovarianos, o que promove uma inibição da ovulação (Fox, 

Smith, 1984;  Tsukamura, Maeda, 2001), também foi sugerido que a supressão do LH ao 

longo da lactação é regulada tanto por fatores metabólicos e não metabólicos. É colocado 

também, que o fator de supressão da secreção de LH durante a primeira metade do período de 

lactação seja o estímulo de sucção gerado pelo contato do filhote com a mãe, enquanto que na 

segunda metade do período de lactação é o aumento da drenagem do leite e consequente 

aumento do gasto energético (Tsukamura, Maeda, 2001). 

Adicionalmente Williamson-Hughes et al. (2005) descreveram que neurônios GnRH 

coexpressam o receptor 1 para o MCH (MCHR-1) e terminais MCH-ir são encontrados em 

justaposição com corpos celulares e fibras GnRH-ir em ratas fêmeas. Rondini et al. (2010) 

descreveram que os neurônios MCH na MPOA coexpressam o neurotransmissor inibitório, 

ácido gama-aminobutírico (GABA). Os neurônios gabaérgicos na MPOA também estão 

envolvidos na ação de retroalimentação negativa do estrógeno sobre a secreção de LH 

(Herbison et al., 1991). Portanto, os neurônios MCH/GABA da MPOA podem atuar 

diretamente sobre os neurônios GnRH inibindo a secreção pulsátil de LH (Rondini et al., 

2010). 

Esta influência dos neurônios MCH sobre a secreção de LH, não está totalmente 

esclarecida, sendo necessário identificar o real papel do MCH na inibição da função 

reprodutiva durante a lactação. 
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2.1.4 Indução ao comportamento maternal durante a lactação 

 

O comportamento maternal é responsável por ações bem caracterizadas que as fêmeas 

executam para garantir a sobrevivência dos seus filhotes.  No caso dos ratos essas ações 

incluem: o recolhimento dos filhotes, a construção do ninho, lambidas e a limpeza do filhote, 

agrupamento dos filhotes no ninho com posicionamento sobre eles para a lactação e 

aquecimento (Numan, 2006). Os filhotes começam a mamar logo após o nascimento e esse 

período dura em média de 21 dias (Mann, Bridges, 2001;  Numan, Stolzenberg, 2009). No 

entanto, esse período pode se estender até próximo do 35º dia em ratas em ambiente selvagem  

(Cramer et al., 1990).  

 Durante o período da lactação, as ratas apresentam o comportamento de cuidar dos 

filhotes, sendo que o recolhimento dos filhotes, a construção do ninho e a amamentação 

podem ser bem observados durante as duas primeiras semanas após o parto. Posteriormente, 

esses comportamentos começam a declinar até desaparecerem em torno da quarta à quinta 

semana após o parto (Cramer et al., 1990;  Numan, 2006). 

 Acrescentando aos eventos citados anteriormente, as ratas lactantes apresentam 

também um comportamento de agressividade. Essa agressão maternal consiste na execução de 

ações realizadas pela mãe em relação a algum tipo de intruso, que possa colocar em risco sua 

ninhada (Giovenardi et al., 2005). 

Existem evidências que a MPOA e a região ventral do núcleo intersticial da estria 

terminal (BST) são essenciais para o início e manutenção do comportamento maternal em 

ratas. Estudos têm mostrado que neurônios na MPOA contêm receptores para PRL, 

progesterona e estrógeno, hormônios estes que atuam estimulando o início do comportamento 

maternal  (Numan, Stolzenberg, 2009). 

Estudos realizados por Knollema et al. (1992) e Rondini et al.(2010) demonstraram 

um aumento da expressão do RNAm do ppMCH, com ápice no 19º dia de lactação,  

principalmente na MPOA, e ausência dessa expressão fora do período lactante. Indicando 

uma possível influência do MCH no período terminal da lactação em ratas.   

 

2.2 Hormônio concentrador de melanina (MCH) 

 

Podemos observar que na maioria das características fisiológicas resultantes da 

lactação há uma provável influência direta ou indireta do MCH, seja na homeostasia 

energética, na inibição da reprodução, na indução ao comportamento maternal ou na própria 
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lactação (Elmquist, 2001;  Knollema et al., 1992;  Rondini et al., 2010;  Schwartz, 2001;  

Smith, Grove, 2002;  Williamson-Hughes et al., 2005).  

O MCH é um peptídeo que foi isolado pela primeira vez na hipófise de salmão e 

posteriormente encontrado no sistema nervoso central de mamíferos (Vaughan et al., 1989). 

Nahon et al., (1989) isolou do hipotálamo do rato um peptídeo cuja estrutura assemelha-se ao 

do MCH do salmão (sMCH) e a definiu como sendo cíclica e composta por 19 aminoácidos, 

diferenciando-se do sMCH em dois aminoácidos da porção amino-terminal e quatro 

substituições. O MCH é um neuropeptídeo que requer processamento pós-tradução do 

ppMCH, que também codifica outros neuropeptídeos como o NEI, neuropeptídeo ácido 

glutâmico-isoleucina , e o NGE , neuropeptídeo glicina-ácido glutâmico (Nahon et al., 1989). 

 Bittencourt et al. (1992) a partir do isolamento do MCH do hipotálamo do rato 

(rMCH), delimitaram as regiões imunorreativas ao MCH e NEI no  sistema nervoso central do 

rato. As principais regiões de expressão de RNAm do pré-pró-MCH e da imunorreatividade 

ao peptídeo são, no macho e na fêmea, a área hipotalâmica lateral (LHA) e a área incerto-

hipotalâmica (IHy). Todo o neuroeixo, com exceção do cerebelo e a maioria dos núcleos 

motores do tronco encefálico, recebem em maior ou menor grau, fibras MCH-ir oriundas de 

pericários localizados no diencéfalo, cuja distribuição ocorre por meio do fascículo 

prosencefálico medial (Bittencourt et al., 1992;  Bittencourt et al., 1990;  Elias, Bittencourt, 

1993;  Nahon et al., 1989) 

Desde sua descoberta atribui-se ao MCH uma ampla gama de funções, dentre elas 

podemos citar: mudanças adaptativas na pigmentação em peixes, anfíbios e répteis (Kawauchi 

et al., 1983), modulação da liberação do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) (Bluet-Pajot 

et al., 1995), regulação osmótica (Presse, Nahon, 1993), regulação de água e eletrólitos do 

meio interno (Parkes, Vale, 1993;  Presse et al., 1996), modulação da retenção de memória 

(Monzon et al., 1999), redução da ansiedade (Monzon et al., 2001), envolvimento na 

integração sensório-motora (Miller et al., 1993), integração de processos complexos 

associados a resposta emocional, cognição e excitação geral (Baker, 1994;  Nahon, 1994), 

participação no controle da ingestão alimentar e do balanço energético (Bahjaoui-Bouhaddi et 

al., 1994;  Flier, Maratos-Flier, 1998;  Presse et al., 1996;  Qu et al., 1996), e participando 

também da regulação do peso corporal mediando mudanças nas concentrações dos hormônios 

circulantes (Kokkotou et al., 2001;  Tritos, Maratos-Flier, 1999), apresenta ainda 

envolvimento nos circuitos que controlam o comportamento de procura de alimentos (Casatti 

et al., 2002), participação em circuitos autonômicos e somatomotores (Elias, Bittencourt, 

1997), circuitos relacionados ao controle de comportamentos motivados (Elias et al., 2008;  
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Sita et al., 2007) e participação nos controles dos comportamentos maternal e reprodutivo 

(Chiocchio et al., 2001;  Knollema et al., 1992). 

 

2.3 Hormônio concentrador de melanina na eminência mediana  

 

A ME representa a interface entre o hipotálamo e a hipófise, estando no rato, 

localizada na região ventrocaudal do hipotálamo. Sendo dividida em duas camadas: lâmina 

interna, constituindo o assoalho do terceiro ventrículo nessa região tuberal; e a lâmina externa 

onde encontramos terminais de neurônios neurossecretores de diferentes núcleos 

hipotalâmicos em contato com o sistema porta-hipotálamo-hipofisário (Kobayashi et al., 

1970;  Page, 2006).  

Bittencourt et al. (1992) ao estudarem a distribuição de fibras e varicosidades 

imunorreativas ao MCH observaram uma moderada densidade de fibras imunorreativas ao 

MCH (MCH-ir) na lâmina interna e pouca densidade de fibras na lâmina externa da ME em 

ratos. 

Também em 1992 Knollema et al. pressupondo uma relação entre MCH e neurônios 

neurossecretores ocitocinérgicos na MEi, combinaram a técnica de hibridização in situ para o 

RNAm do ppMCH e imuno-histoquímica para OT em ratas em diferentes fases do ciclo 

reprodutivo, chegando ao resultado de que apesar de não haver co-localização entre os novos 

locais de síntese de MCH/NEI com a OT, ambas as projeções transitam pela MEi a caminho 

da PPit. 

Essa aparente associação entre o sistema MCH com neurônios neurosecretores 

magnocelulares ocitocinérgicos sugerem uma possível relação entre MCH e OT.   

 

2.4 Hormônio concentrador de melanina na área pré-óptica medial 

 

Outro dado importante descrito por Knollema et al. (1992) é a presença tanto de 

RNAm do ppMCH e seus derivados (MCH e NEI) na MPOA e na região anterior do núcleo 

paraventricular do hipotálamo (PVHa), durante o período lactante em ratas e a ausência dos 

mesmos em qualquer outra fase do ciclo reprodutivo destas fêmeas.  

 Estudos realizados por Rondini et al. (2010) também relataram a expressão tanto de 

RNAm do ppMCH como do peptídeo MCH na MPOA e na PVHa, exclusivamente em ratas 

lactantes. Nesse experimento encontraram a seguinte cinética de expressão: 1) níveis baixos 

de RNAm do ppMCH no quinto dia de lactação; 2) moderada expressão no décimo segundo 
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dia; 3) e uma grande expressão no décimo nono dia de lactação; 4) enquanto que nenhum 

sinal de expressão foi encontrado após o período de lactação, na gestação ou qualquer outra 

fase do ciclo estral nas ratas observadas. 

Os resultados são compatíveis com estudos anteriores implicando as áreas 

hipotalâmicas rostrais e pré-óptica no controle da lactação e do comportamento maternal 

(Numan, Stolzenberg, 2009) e sugerem a possibilidade de que os peptídeos codificados pelo 

ppMCH possam participar dessas funções (Knollema et al., 1992). 

 

2.5 Justificativa 

 

Visto a presença de fibras MCH-ir e OT-ir na MEi em direção à PPit e a expressão de 

RNAm do ppMCH na MPOA apenas em ratas lactantes, e somente no final desse período, 

sugere-se a existência de uma associação entre MCH, OT, MPOA e o término da lactação. 

Dessa maneira, seria justificável procurar pela origem das fibras MCH-ir encontradas na MEi 

e a sua possível relação com as fibras OT-ir. 

 

2.6 Objetivos  

 

2.6.1 Objetivos gerais  

 Contribuir para o estabelecimento do papel do MCH na lactação. 

 

2.6.2 Objetivos específicos 

 Descrever através da microscopia óptica as fibras MCH-ir e OT-ir e as relações 

entre elas na passagem pela MEi em direção à PPit em ratas lactantes; 

 Descrever a origem das fibras imunorreativas ao MCH na MEi e na PPit em 

ratas lactantes; 

 Quantificar o ppMCH e OT na PPit em ratas lactantes. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

 



27 

 

____________________________________________________________ Material e Métodos 

3.1 Animais de experimentação 

 

 Foram utilizadas ratas fêmeas virgens da linhagem Long-Evans, com idade inicial de 

três meses, pesando aproximadamente 350 g, todas em fase reprodutiva. Esses animais foram 

criados no Biotério do Departamento de Anatomia e mantidos em ambiente controlado, a 

temperatura ambiente de 22 ± 2 ºC, ciclo claro/escuro (12/12 h), sendo as luzes acesas às 7 h, 

com água e ração ad libitium. O protocolo experimental do presente estudo foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa Animal do ICB/USP (70/10). 

 

3.2 Grupos experimentais 

 

 Os animais foram designados aleatoriamente, sendo realizada apenas a análise do ciclo 

estral para determinar o grupo controle e o momento de acasalamento. A divisão dos grupos 

foi baseada em outros experimentos realizados por Knollema et al. (1992) e Rondini et al. 

(2010). Os grupos foram divididos em diestro, 5º dia de lactação e 19º dia de lactação, 

compreendendo o controle, o início e o término do período lactante, respectivamente. Sendo 

assim os grupos foram distribuídos da seguinte forma: 

 - Grupo 1 (n= 15): Fêmeas virgens e fêmeas lactantes. Os animais desse grupo foram 

utilizados para estudos de imuno-histoquímica para microscopia de luz, microscopia de 

fluorescência e microscopia confocal. Esses animais foram distribuídos da seguinte maneira:  

- Fase diestro (n= 5): Fêmeas virgens perfundidas na fase diestro. 

- 5° dia de lactação (n= 5): Fêmeas lactantes perfundidas no 5º dia de lactação. 

- 19°dia de lactação (n= 5): Fêmeas lactantes perfundidas no 19º dia de lactação.  

 - Grupo 2 (n= 15): Fêmeas virgens e fêmeas lactantes. Os animais desse grupo foram 

utilizados para estudo combinado de hibridização in situ e imuno-histoquímica anti-Fluoro-

gold® (FG).  Esses animais foram distribuídos da seguinte maneira:  

- Fase diestro (n=5): Fêmeas virgens nas quais foi realizada a cirurgia de acesso à veia 

femoral para injeção intravascular do FG. Após, no mínimo quatro dias, mais precisamente na 

fase diestro, foi realizada a perfusão. 

- 5º dia de lactação (n= 5): Fêmeas lactantes nas quais foi realizada a cirurgia de acesso à veia 

femoral para injeção do FG no 1° dia de lactação com perfusão após quatro dias;  

- 19º dia de lactação (n= 5): Fêmeas lactantes nas quais foi realizado o mesmo procedimento 

cirúrgico para aplicação do FG no 15° dia de lactação com perfusão após quatro dias.   
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 - Grupo 3 (n= 15): Fêmeas virgens e fêmeas lactantes. Os animais desse grupo foram 

utilizados para estudos de Western Blotting. Esses animais foram distribuídos da seguinte 

maneira:  

- Fase diestro (n=5): Fêmeas virgens decapitadas na fase diestro. 

- 5° dia de lactação (n= 5): Fêmeas lactantes decapitadas no 5º dia de lactação. 

- 19°dia de lactação (n= 5): Fêmeas lactantes decapitadas no 19º dia de lactação.  

 

3.3 Determinação do ciclo estral 

 

Esse procedimento foi utilizado para analisar a regularidade do ciclo estral e 

determinar o momento propício ao acasalamento. O ciclo estral das ratas foi determinado por 

meio da técnica de lavado vaginal, que consiste na introdução de uma pipeta de plástico no 

canal vaginal para a aplicação e imediata coleta de um pequeno volume de solução salina 

0.9%. O líquido coletado foi colocado em lâminas de vidro e observado no microscópio 

óptico  (Marcondes et al., 2002). Considera-se a fêmea na fase diestro quando é observada no 

lavado uma grande quantidade de leucócitos, na fase proestro é observada uma grande 

quantidade de células epiteliais, na fase estro observa-se apenas grande quantidade de células 

cornificadas, enquanto que na fase metaestro encontramos uma variedade de células: 

leucócitos, epiteliais e corneificadas (Marcondes et al., 2002) (Figura 1). 

 

 Figura 1 - Perfil de células do lavado vaginal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fotomicrografia ilustrando o lavado vaginal de ratas, fases do ciclo estral: a, b) proestro; c, d) estro; e, 

f) metaestro; g, h) diestro. Abreviações: L, leucócitos; C, células corneificadas; E, células epiteliais. 

Fonte: Adaptado de Marcondes, 1999. 
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Este procedimento foi realizado no período da manhã entre 9:00 e 11:00 horas para 

respeitar as diferentes fases do ciclo estral. O ciclo estral dos animais foi acompanhado por 

um período médio de 10 dias antes do início do protocolo experimental, de forma que apenas 

as ratas que apresentaram dois ciclos estrais regulares (presença de dois proestros) foram 

utilizadas neste estudo. Identificada à regularidade do ciclo, as ratas na tarde do proestro com 

início de estro foram colocadas para o acasalamento, com o uso de um macho experiente (90 

dias de idade) para cada duas fêmeas, ou seja, trata-se de um acasalamento poligâmico. No 

dia seguinte, após a confirmação da fecundação, através da certificação da presença de 

espermatozóides no lavado vaginal, as fêmeas foram então colocadas em uma gaiola 

individual e aguardou-se a evolução da gestação. No segundo dia após o parto foi pareada a 

quantidade de filhotes, sendo 8 para cada rata lactante. Consideramos o primeiro dia de 

lactação o dia seguinte ao parto (Balonan, Sheng, 2000;  Castellano, Oliverio, 1976;  Oliverio, 

1975).  

 

3.4 Sacrifício e preparação dos tecidos 

 

 Os animais do grupo 1 e 2  foram submetidos à perfusão transcardíaca. Primeiramente 

esses animais foram anestesiados intraperitonealmente (ip) com 1 ml de uma solução 

anestésica de hidrato de cloral a 35%. Logo após sofreram toracotomia e foram perfundidos 

inicialmente com solução salina 0,9% (100 ml/ 1 min) e posteriormente com fixador a 4% de 

formaldeído e 3,8% de bórax com pH 9,5 (700-900 ml/ 25 min). Logo após a perfusão os 

encéfalos e as hipófises dos animais foram retirados da caixa craniana e pós-fixados na 

mesma solução fixadora acrescida de 20% de sacarose por um período de aproximadamente 1 

h à 4 °C e em seguida colocados em solução de tampão fosfato de potássio 0,1 M pH 7,4 

(KPBS) com 20% de sacarose para crioproteção até o momento da microtomia. Os encéfalos 

foram cortados em micrótomo de congelação em um plano frontal com 30 µm de espessura, 

enquanto as hipófises foram cortas em criostato em um plano transversal com 15 µm de 

espessura. 

 Os animais do grupo 3 foram sacrificados por decapitação, utilizando-se uma 

guilhotina apropriada. Não foi utilizado qualquer tipo de anestesia antes ou durante o 

sacrifício. Tal procedimento foi realizado de forma rápida, visando minimizar qualquer forma 

de sofrimento ou estresse, por parte dos animais. Foram retiradas as hipófises posteriores dos 

animais e congeladas em nitrogênio líquido e depois armazenadas em freezer -80 ºC.  
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3.5 Controle da especificidade dos anticorpos 

 

 Os anticorpos utilizados nos experimentos foram testados através da técnica de 

imunofluorescência (como será descrito a seguir), sendo que no controle positivo todas as 

etapas do procedimento foram realizadas e no controle negativo exclui-se apenas a etapa de 

incubação no anticorpo primário. Os anticorpos primários utilizados: o anti-MCH (anticorpo 

policlonal, PBL #234) fornecido pelos Dr. Wylie W. Vale e Joan Vaughan do Instituto Salk 

para Estudos Biológicos, San Diego, Califórnia, EUA – esse anticorpo já teve a sua 

especificidade testada, vide Nahon et al., 1989 e Bittencourt et al., 1992); e o anticorpo anti-

OT feito em guinea-pig (Península Labs # T-5021). 

 

3.6 Método de dupla marcação com imunoperoxidase 

 

 Visando observar a distribuição das células e fibras imunorreativas ao MCH e à OT 

em ratas da linhagem Long-Evans foi realizada uma dupla marcação pelo método de 

imunoperoxidase utilizando como cromógeno o tetracloreto de diaminobenzidina (DAB) 

associado ao níquel para MCH e sem níquel para OT, de modo a visualizar um antígeno em 

preto (com níquel) e outro em castanho claro (sem níquel). Foram utilizados nesse 

experimento cortes de encéfalos das ratas do grupo 1. 

 Antes da exposição ao anticorpo os cortes receberam um pré-tratamento que consistiu 

em 2 lavagens de 10 min em solução de KPBS para remover a solução anti-congelante dos 

cortes. Posteriormente, os cortes foram incubados durante 30 min em solução KPBS + 0,3% 

Triton X-100 contendo 0,3% de peróxido de hidrogênio. Os cortes foram lavados diversas 

vezes em KPBS até que todas as bolhas resultantes da exposição ao peróxido de hidrogênio 

desaparecessem e após essa etapa os cortes foram incubados durante 1 hora em solução KPBS 

+ 0,3% Triton X-100 contendo 3% de soro normal de burro (Vector Laboratories). Depois, foi 

adicionado na mesma solução o anticorpo primário, produzido em coelho e específico contra 

antígenos de rato, e os cortes permaneceram incubados à temperatura ambiente por 18 h, no 

caso o anticorpo primário anti-MCH (anti-rMCH) na concentração de 1:10.000 (anticorpo 

policlonal, PBL #234, fornecido pelos Dr. Wylie W. Vale (in memorian) e Joan Vaughan do 

Instituto Salk para Estudos Biológicos, San Diego, Califórnia, EUA – esse anticorpo já teve a 

sua especificidade testada, vide Nahon et al., 1989 e Bittencourt et al., 1992), e mantidos em 

constante agitação a temperatura ambiente.  
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 No dia seguinte, os cortes foram lavados duas vezes de 10 min cada com KPBS e 

incubado com anticorpo secundário biotinilado produzido em burro e específico contra 

antígenos de coelho (Jackson Labs) na concentração 1:200 (Vector # BA-1000) por 1h. 

Procedemos a novas lavagens com KPBS (2 vezes de 10 min) e incubação dos cortes no 

Complexo Avidina-Biotina (ABC – Vectastain Kit elite PK 6100) diluído em KPBS na 

concentração 1:500, durante o período de 1 hora. Os cortes foram submetidos a duas lavagens 

de 10 min cada com KPBS. A reação de imunoperoxidase foi realizada com 0,05% 

diaminobenzidina (DAB- Sigma) como cromógeno e peróxido de hidrogênio 0,03%. Foi 

acrescido na solução 0,25% de sulfato de amônia-níquel. O uso do sulfato de amônia-níquel 

teve como objetivo intensificar a marcação obtida pelo DAB e foi uma estratégia utilizada 

para a obtenção de colorações distintas nas duplas marcações. Os cortes foram mantidos em 

contato com o cromógeno DAB até que fosse constatada a eficácia da reação por meio de 

observação visual. A reação foi interrompida por meio de várias lavagens em KPBS.     

 Na sequência os cortes foram incubados em anticorpo primário anti-OT produzido em 

coelho e específico contra antígenos de guinea-pig (Península Labs # T-5021) na 

concentração 1:10.000, em solução de KPBS, Triton X-100 0,3% e 3% de soro normal de 

cabra. Concentração foi determinada através de teste de titulação. 

 No dia seguinte, os cortes foram lavados duas vezes de 10 min cada em KPBS e 

incubados em anticorpo secundário biotinilado produzido em burro e específico contra 

antígenos de guinea pig (Jackson Labs) na concentração 1:200 (Vector # BA-1000) por 2h. 

Procedemos a novas lavagens com KPBS (2 vezes de 10 min) e incubação dos cortes no 

Complexo Avidina-Biotina (ABC – Vectastain Kit elite PK 6100) diluído em KPBS na 

concentração 1:500, durante o período de 1 hora. Os cortes foram submetidos a duas lavagens 

de 10 min cada com KPBS. A reação de imunoperoxidase foi realizada com 0,05% 

diaminobenzidina (DAB - Sigma) como cromógeno e peróxido de hidrogênio 0,03%. Os 

cortes foram mantidos em contato com o cromógeno DAB até que fosse constatada a eficácia 

da reação por meio de observação visual. A reação foi interrompida por meio de 3 lavagens de 

10 min cada em KPBS.  

 Após a coloração, os cortes foram montados em lâminas gelatinizadas e deixados 

secar em estufa a 37 ºC por um período mínimo de 18 horas. Posteriormente, os cortes foram 

desidratados em concentrações crescentes de álcool etílico a 50%, 70%, 95% (2 vezes) e 

100% (3 vezes) durante 3 min cada banho e deslipidificados com xilol (primeiro banho de 5 

min e segundo de pelo menos 30 min). As lâminas foram então cobertas com DPX e lamínula.  
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3.7 Método de dupla marcação com imunofluorescência na MEi e PPit 

 

 O método de dupla marcação com imunofluorescência para microscopia confocal foi 

utilizado para verificarmos a posição das fibras MCH-ir e OT-ir na MEi, uma vez que é 

reportado na literatura a presença dessas fibras na MEi, mas não havendo descrição de relação 

topográfica entre elas, o mesmo método também foi utilizado para verificarmos a posição das 

fibras MCH-ir e OT-ir na PPit. Foram utilizadas nesse experimento cortes das ratas do grupo 

1. 

 Uma série de cortes de cada animal foi lavada em KPBS (seis vezes de 5min cada) e 

incubadas em um coquetel de anticorpo primário anti-rMCH feito em coelho na concentração 

de 1:1.000 (detalhes do anticorpo anti-rMCH descritos anteriormente) e anti-OT feito em 

guinea-pig (detalhes do anticorpo anti-OT descrito anteriormente) na concentração 1:1.000, 

em solução de KPBS, Triton X-100 0,3% e 3% de soro normal de cabra (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, EUA) e mantidos em constante agitação a temperatura ambiente por 

aproximadamente 18 h.  No dia seguinte, os cortes foram lavados seis vezes de 5 min cada 

uma em KPBS e incubadas em um coquetel de anticorpo secundário feito em coelho Alexa 

Fluor 594 e anticorpo secundário feito em guinea-pig Alexa Fluor 488, na concentração de 

1:200 (Molecular Probes/USA). Após 2 h, os cortes foram novamente lavados por seis vezes 

de 5 min cada em KPBS e na sequência montados em lâminas, deixados secar em temperatura 

ambiente e cobertos com lamínulas e tampão glicerol. Posteriormente as lâminas foram 

mantidas a temperatura de 4 ºC.  

 

3.8 Cirurgia de acesso à veia femoral para injeção de Fluoro-gold® (FG) na corrente 

sanguínea 

 

 O Fluoro-gold® (FG) é um traçador neuronal retrógrado fluorescente utilizado no 

estudo de mapeamento retrógrado nas partes central e periférica do sistema nervoso. O FG 

pode ser utilizado na forma de injeções vasculares que se difundem para regiões do 

hipotálamo devido à ausência de barreira hemato-encefálica na região. Em nossos 

experimentos realizamos a injeção por pressão do FG com acesso intravenoso pela veia 

femoral. Foram utilizadas nesse experimento ratas do grupo 2. 

 Os animais foram anestesiados com uma solução anestésica aquosa composta de 

cloridrato de cetamina (5 mg/100g), cloridrato de xilasina (1 mg/100g) e acepromazina (0,2 

mg/100 g). Foi injetado intraperitonealmente 0,2 ml dessa solução por cada 100 gramas de 
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peso corporal do animal. O animal anestesiado foi colocado em decúbito dorsal e sua pata 

posterior esquerda foi fixada, realizou-se uma pequena incisão na região medial da coxa para 

ter acesso à veia femoral. 

       Após a exposição da veia femoral foi introduzido uma agulha gengival G30 (com 318 

µm de diâmetro) ligada uma cânula de plástico (PE-60) e acoplada a uma seringa de 1 ml. A 

agulha, a cânula e a seringa foram fixadas por aquecimento. Tanto a seringa como a cânula 

foram totalmente preenchidas por FG, tendo sido injetado na veia femoral cerca de 700 µl de 

solução de FG na concentração de 0,6 mg FG/100 µl de salina (0,9%) (Cvetkovic et al., 

2003).  

 Na sequência, a agulha foi retirada e realizada a limpeza e o fechamento da incisão 

cirúrgica. Os animais permaneceram no biotério do Departamento de Anatomia. Após quatro 

dias da realização da injeção do FG, tempo esse necessário para a captação e transporte do 

traçador pelos terminais da ME e PPit os animais foram submetidos à perfusão e microtomia.  

 

3.9 Método de dupla marcação com hibridização in situ e imuno-histoquímica  

 

 Este experimento consistiu na realização de uma dupla marcação usando hibridização 

in situ para o RNAm do ppMCH e imuno-histoquímica anti-FG. A utilização de um anticorpo 

dirigido contra esse traçador torna possível a realização de outras técnicas de pesquisas 

associadas ao traçamento neuronal. Em nosso experimento, mesmo ele sendo um traçador 

fluorescente, foi utilizada a técnica de imunoperoxidase para detecção do FG com intuito de 

aumentar a sensibilidade do material depositado, facilitando assim a visão de neurônios com 

marcações retrogradas pouco visíveis em fluorescência, principalmente após o tratamento dos 

cortes para hibridização in situ.   

 Esse método foi utilizado com o propósito de identificar o RNAm do ppMCH e a 

imunorreatividade ao FG das células marcadas retrogradamente com o mesmo, visando 

encontrar na MPOA neurônios com ambas as marcações. Foram utilizadas nesse experimento 

ratas do grupo 2 

Inicialmente foi realizada a hibridização in situ. com a sonda para o RNAm do 

ppMCH. O plasmídeo contendo a sonda para o RNAm do ppMCH foi gentilmente cedido 

pelo Prof. Paul Sawchenko (Laboratório de Estrutura e Função Neuronal do Instituto Salk 

para Pesquisa Biológica, San Diego – EUA). Essa sonda foi previamente testada conforme 

descrição de Bittencourt et al. (1992). Os plasmídeos foram linearizados através da enzima de 

restrição SmaI (Promega) conforme orientação do laboratório de origem, e isolados com 
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Fenol-Clorofórmio-Álcool isoamílico. A sonda teve nucleotídeos radioativos (
35

S-UTP, 

Perkin Elmer) incorporados através de transcrição in vitro no nosso laboratório, usando a 

enzima polimerase T3 (Promega). As transcrições foram realizadas a 37 
o
C por 1 hora. O 

molde de DNA complementar utilizado na transcrição foi removido com a adição de RNAsin 

(Promega) e RQ1 DNAse (Promega) a 37 
o
C e os nucleotídeos não incorporados foram 

removidos através de passagem por micro-colunas de resina (Probe Quant G-50, Amersham 

Pharmacia Biotech Inc., Piscataway – EUA). Realizado esse procedimento, foi feita a 

contagem de incorporação do 
35

S-UTP na sonda em cintilador (TRI-CARB 2100 TR, Packard 

Instrumental Company, Meriden – EUA).   

 Todo material utilizado recebeu cuidados para que não houvesse contaminação com a 

enzima RNAse.  Os cortes foram montados em lâminas estéreis com aderência eletrostática 

para o procedimento de hibridização in situ e deixados secar a temperatura ambiente. As 

lâminas foram acondicionadas em caixa plásticas contendo cápsulas de sílica e armazenadas 

em freezer a 30 
o
C. No dia seguinte as mesmas foram pré-tratadas, e passaram pelas seguintes 

etapas: 1) fixação em 4% de formaldeído em 0,1 M PBS por 5 min; 2) desproteinização com 

proteinase K (10 mg/mL em solução contendo tampão 0,05M EDTA e 0,1 M Tris em pH 8 

por 30 min a 37 ºC); 3) acetilação com solução de TEA-HCl contendo 0,25% de anidrido 

acético por 10 min; 4) desidratação em concentrações crescentes de álcool etílico (70%, 80%, 

95% e 100% 1 min cada); 5) deslipidificação em xilol (15 min) e rápida reidratação em álcool 

etílico 100% e 95%. Após essas etapas, cada lâmina com os cortes pré-tratados recebeu      

100 µL da solução de hibridização contendo a sonda marcada com 
35

S-UTP e uma lamínula 

flexível para sua cobertura, e foram incubadas a 56 °C por aproximadamente 16 h na estufa de 

hibridização. As lâminas foram acondicionadas em badejas de acrílico com papel filtro 

umedecido com 4x SSC/50% formamida.  

 No dia seguinte, realizou-se a pós-hibridização, sendo as lamínulas removidas por 

meio de banho em tampão 2X SSC, quando, então, a série foi incubada em solução com 

0,002% de RNase A (Boehringer-Mannheim, Mannheim, Alemanha) em 0,5 M NaCl, 10 mM 

Tris-HCl e 1 mM EDTA (pH 8), durante 30 min. Posteriormente, as lâminas passaram por 

banhos de estringência crescente com SSC (2 × SSC a 50 ºC por 1 hora, 0,2X  SSC a 55 ºC 

por 1 hora e 0,2X SSC a 60 °C por 1 hora, sempre com adição de 0,02% de 5M DTT).  

 Após o banho as lâminas foram transferidas para cassetes e em sala escura onde foram 

colocadas em contato com filme autoradiográfico (BMR-2, Kodak, Rochester, EUA). Após 

dois a três dias os filmes foram revelados com revelador e fixador Kodak.  
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 Na sequência teve início o procedimento de imuno-histoquímica. Sendo as lâminas 

lavadas duas vezes em KPBS por dez minutos em mesa agitadora e em temperatura ambiente. 

Logo após as lâminas foram incubadas durante 30 min em solução KPBS + 0,3% Triton X-

100 contendo 0,3% de peróxido de hidrogênio. Em seguida, foram lavados em KPBS até que 

todas as bolhas fossem retiradas e após essa etapa os cortes foram incubados durante 1 hora 

em solução KPBS, 0,3% Triton X-100 e 3% de soro normal de burro (Vector Laboratories). 

Posteriormente adicionamos a esta mesma solução o anticorpo anti-rFG na concentração de 

1:10.000 (Chemicon#23030794), e deixados nessa solução por aproximadamente 18 h em 

temperatura ambiente. 

 No dia seguinte, as lâminas foram lavadas duas vezes em KPBS durante 10min cada e 

incubadas em uma nova solução KPBS, 0,3% Triton X-100 contendo o anticorpo secundário 

biotinilado na concentração de 1:200, durante 1 h. Logo após, foram realizadas 2 lavagens de 

10 min cada utilizando KPBS e em seguida foram incubados numa solução contendo o 

complexo ABC diluído em KPBS na concentração de 1:500, durante o período de 1 h. As 

lâminas foram lavadas 2 vezes de 10 min em KPBS. A reação de imunoperoxidase foi 

realizada com 0,05% de DAB e peróxido de hidrogênio 0,03%, e a após análise visual da 

reação a mesma foi interrompida com KPBS, procedendo na sequência 2 lavagens em KPBS 

por 10 min cada.  

 As lâminas foram acondicionadas em caixas de lâminas com cápsula de sílica e 

estocadas em freezer -30 °C até o momento em que foi embebida em emulsão 

autoradiográfica (NBT-II, Kodak). A emulsão foi diluída em 50% de água ultrapurificada e 

mantida em banho térmico a 40 ºC.  Em seguida, as lâminas foram mergulhadas 

cuidadosamente na emulsão e levadas a estufa com a temperatura de 37 ºC durante o período 

de 3 h. Posteriormente, as lâminas foram colocadas em caixas de lâminas com cápsula de 

sílica, temperatura de 4 ºC, durante o período de 30 dias. Passado este período as lâminas 

foram reveladas em câmera escura, com revelador e fixador (Kodak) na temperatura de 16 ºC. 

 As lâminas foram lavadas abundantemente em água por 15 min, e então desidratadas 

em concentrações crescentes de alcoóis, (1 vez em álcool etílico a 50%, 1 vez em álcool 

etílico 70%, 2 vezes em álcool etílico a 95%, 3 vezes em  álcool etílico 100%, cada uma com 

duração de 3 min). Posteriormente os cortes foram submetidos a dois banhos de xilol, 3 min 

cada, seguidos da montagem das lâminas com lamínula e DPX (meio de montagem para 

lâminas permanentes, Aldrich). As lâminas foram observadas em microscópio de luz (Leica 

DMR) e fotografadas. 
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3.10 Método de Western Blotting  

 

 Este experimento consistiu na quantificação dos peptídeos ppMCH (precursor do 

MCH) e OT na PPit.  Optamos por identificar o peptídeo precursor do MCH, o ppMCH, 

devido o peso molecular do MCH ser inferior a 6 kD, sendo inviável sua identificação pelo 

método de Western Blotting, em contrapartida, o ppMCH tem um peso molecular de 20 kD    

(Sandig et al., 2007).  Foram utilizadas nesse experimento as PPit das ratas do grupo 3. 

 A técnica de Western blotting consiste na detecção de uma proteína em uma amostra 

de tecido usando um anticorpo específico. Para isso, inicialmente realizamos a extração da 

proteína da amostra utilizando o Kit QProteome Mammalian Protein (QIAGEN, Hilden, 

Germany), promovendo a formação de um lisado proteico da PPit. A separação foi realizada 

em centrifuga a 4 ºC, 14.000 rpm, por 20 min. O conteúdo proteico total do sobrenadante 

isolado foi dosado pelo método de Bradford.  

 Após essa quantificação, para detectar a presença de ppMCH, os lisados proteicos 

passaram pelo processo de imunoprecipitação. Esse procedimento foi adotado devido a 

dificuldade em identificar o ppMCH nas amostras, sendo essa mesma dificuldade relatada por 

Sanding et al.  (2007) que optou também em realizar a técnica de imunoprecipitação. A 

técnica de imunoprecipitação foi realizada conforme Mendonça e Lofti (2011).   Enquanto 

que para a detecção de OT não foi necessária essa etapa.  Foi preparado também um lisado 

proteico de hipotálamo e de córtex cerebelar de ratos Long-Evans para serem utilizados como 

controle positivo e negativo, respectivamente, no experimento para identificação do ppMCH. 

  

3.10.1 Método de Imunoprecipitação 

 

 Das amostras de PPit foram retirados o volume correspondente a 300 µg, de proteína 

total conforme quantificação realizada anteriormente, e incubados com 10 µl de soro normal 

de cavalo por 1 hora em gelo. Depois incubado com 20 µl de proteína A-agarose (Santa Cruz 

Biotechnology, California, USA) por 1 h a 4 ºC, sob suave agitação. Depois as amostras 

foram centrifugadas (11.000 rpm) por 10 min, e o sobrenadante foi retirado e incubado com 

0,4 µg de anticorpo anti ppMCH (Santa Cruz Biotechnology, California, USA)  por 

aproximadamente 18 h a 4 ºC em suave agitação. No dia seguinte as amostras foram 

incubadas em mais 20 µl de proteína A-agarose por 4 horas e centrifugadas à 11.000 rpm por 

10 min. Retirou-se o sobrenadante e foi colocado 100 µl de tampão de lise RIPA (Tris-HCl ph 

7,5, 1% desoxicolato de sódio, 1% triton x-100, solução Nacl 150mM e SDS 0,1%) e 
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retornou-se para a centrifuga (11.000 rpm) por 10 min. Repetiu-se este procedimento de 

lavagem por 4 vezes. O sobrenadante foi utilizado para realização da ß-actina. Após a última 

lavagem o precipitado das amostras foi misturado com 20 µl de tampão de amostra (Tris-HCl 

ph 6,8, glicerol, SDS, beta mercaptoetanol e azul de bromofenol) e seguiu-se para a realização 

do imunoblotting descrito a seguir. 

 

3.9.2 Método de Imunoblotting 

 

 Todas as amostras, para a OT (sem imunoprecipitação), para o ppMCH (com 

imunoprecitação) e os controles foram fervidas por 5 min acrescidas de tampão de amostra 

(Tris-HCL ph 6,8, glicerol, SDS, beta mercaptoetanol e azul de bromofenol) e o material foi 

aplicado em gel de poliacrilamida 15% (de acordo com a quantificação realizada 

anteriormente) e submetidos a eletroforese com corrente contínua de 100 V. Após a separação 

eletroforética, as proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Millipore, 

0,2 μm de diâmetro) de acordo com a técnica descrita por Towbin et al. (2009). Os antígenos 

presentes na membrana de nitrocelulose serão submetidos à caracterização imunoenzimática. 

 As membranas contendo a proteína total das amostras obtidas tiveram os sítios 

inespecíficos bloqueados por aproximadamente 18 h em leite desnatado (Molico, Nestlé, 

Brasil) a 5% dissolvido em TBST (solução de tampão de tris-HCL pH 7,4, NaCl e Tween 20 

1% ) à 4 ºC. As membranas foram lavadas e incubadas com os anticorpos primários anti-

ppMCH (descrito anteriormente) ou anti-OT (Abcam67457, Cambridge, USA) ambos 

produzidos em coelho e especifico contras antígenos de ratos na concentração de 1:1000.       

 Após a incubação em cada anticorpo específico, as membranas foram 

incubadas com o anticorpo secundário anti-coelho ou anti-camundongo (Amershan, GE 

Healthcare, Litle Chalfont, Buckinghamshire, Reino unido) por uma hora à temperatura 

ambiente sob agitação. O anticorpo secundário IgG é conjugado com a peroxidase-

estreptavidina (HRP labelled streptavidin bridge system). Para a revelação usa-se o kit ECL-

Plus (Amershan) que utiliza o luminol como substrato, depois de degradado pela enzima do 

anticorpo secundário, emite luz e impressiona um filme de RX T-MAT G/RA (Carestream 

Health Inc., Rochester, NY, EUA). As bandas dos filmes foram analisadas utilizando-se um 

sistema de captura de imagem Gene Snap 6.05 (SynGene-Synoptic Ltd, Cambridge, 

Inglaterra, Reino Unido) e quantificadas pelo programa Gene Tools 3.06 (SynGene). Todos os 

dados inicialmente foram submetidos ao teste de homogeneidade (Levene), após foram 

submetidos à análise de comparação ANOVA one-way, quando encontradas diferenças 
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significativas, procedeu-se à comparação das médias a partir do post-hoc de TUCKEY. Para 

todos os testes foram adotados o nível de significância de p<0,05. Todos os testes estatísticos 

foram realizados no programa estatístico GraphPad Prism versão 5 (GraphPad Software, San 

Diego, EUA). Os dados foram expressos como média ± erro padrão médio (E.P.M.). Foram 

analisados os resultados de pelo menos 3 animais por grupo.  

Posteriormente a membrana foi incubada com o anticorpo anti-ß-actina (Abcam49900, 

Cambridge, USA) produzido em camundongo e específico contra antígenos de ratos, na 

concentração de 1:2000, sendo utilizado como controle.  

 

3.10 Método de aquisição de imagem 

 

 As lâminas foram observadas em microscópio de luz Leica DMR (Leica, Wetzlar, 

Alemanha). As imagens foram adquiridas em câmera digital  DS – Ri1 – Nikon (Digital 

Sight)  acopladas a um computador, digitalizadas utilizando o programa NIS- Elements 3.0. 

Posteriormente, as mesmas receberam ajustes apenas em relação a brilho, contraste e balanço 

de cores e foram organizadas em figuras através do programa Adobe Photoshop CS versão 

8.0.1. 

 Nos experimentos com imunofluorescência as lâminas foram analisadas no 

microscópio confocal ZEISS modelo LSM 510 (ZEISS, Carl Zeiss Microscopy, Germany), 

digitalizadas utilizando o programa Carls Zeiss ZEN OME (Open Microscopy Environment, 

2011) utilizando o recurso Z-stack, o qual obtemos cortes digitais com espessura inferior a 1 

µm. O microscópio confocal encontra-se no Departamento de Fisiologia e Biofísica do 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB/USP).  

 

3.11 Aspectos éticos 

 

 O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal do 

ICB/USP, sob o registro n° 070 nas fls. 88 do livro 02 em 01.07.2010. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 RESULTADOS 

 

 

 

 



40 

 

__________________________________________________________________ Resultados 

 A especificidade dos anticorpos utilizados foi confirmada através do experimento de 

imunofluorescência com controle positivo e negativo para ambos os anticorpos, anti-MCH e 

anti-OT (Figura 2). 

 Iniciamos nossos experimentos determinando se os dados já publicados por (Knollema 

et al., 1992;  Rondini et al., 2010), com animais de outra linhagem (Sprague-Dawley) eram 

idênticos aos resultados do presente estudo, mas com a utilização de animais da linhagem 

Long-Evans.  

 Utilizando a técnica de dupla imunoperoxidase encontramos células imunorreativas 

ao MCH (MCH-ir) distribuídas ao longo de LHA e da IHy em todos animais tanto na fase 

diestro como nas lactantes (Figura 3).  Nas lactantes, somente no 19º dia de lactação, 

encontramos também células MCH-ir em toda extensão da área pré-óptica medial (MPOA), 

núcleo periventricular (Pe) e subdivisão anterior do núcleo paraventricular (PVHa) (Figura 4).  

Quanto às células OT-ir, encontramo-las principalmente no PVH e SO (Figura 3 e 5). 

As fibras do sistema magnocelular se projetam a partir do PVH em direção lateroventral, 

contornando o fórnice e se unindo as fibras do SO e seguindo pela MEi em direção PPit, 

formando o trato hipotálamo-hipofisário (Figura 5). As células e fibras OT-ir nas ratas Long-

Evans encontram-se nos mesmos sítios descritos na literatura em ratos de outras linhagens 

(Brownstein et al., 1980;  Rhodes et al., 1981) Na ME, principalmente na lâmina interna 

encontramos fibras imunorreativas tanto para MCH como para OT. Pudemos observar 

também uma pequena densidade de fibras MCH-ir na MEi nas ratas em fase diestro e 5º dia 

de lactação, enquanto que em ratas no 19º dia de lactação uma maior densidade de fibras 

MCH-ir (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 

 

__________________________________________________________________ Resultados 



42 

 

__________________________________________________________________ Resultados 



43 

 

__________________________________________________________________ Resultados 

 

 

 

 



44 

 

__________________________________________________________________ Resultados 

 

 

 



45 

 

__________________________________________________________________ Resultados 

 No experimento que envolve a técnica de dupla marcação imunofluorescente com uso 

de microscopia confocal, observamos a distribuição das fibras MCH-ir e OT-ir, tanto na MEi 

como na PPit, sendo encontrado em ambos os locais uma menor densidade de fibras MCH-ir 

na fase diestro e no 5º dia de lactação, enquanto que uma maior densidade de fibras no 19º dia 

de lactação. Além disso, pudemos perceber uma aproximação entre as fibras MCH (vermelho 

- Alexa Fluor 594) e OT (verde - Alexa Fluor 488), entretanto, sem haver colocalização 

(Figura 6 e Figura 7).  
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 Nos experimentos com injeção intravenosa de FG encontramos células 

retrogradamente marcadas em regiões já conhecidas pela literatura provenientes do sistema 

ocitocinérgico magnocelular (Kiss, Mikkelsen, 2005;  Swanson, 1987).  

Nos casos com marcações satisfatórias após a realização da hibridização in situ e 

imunoperoxidase, foram observadas células retrogradamente marcadas com FG em áreas 

específicas como: PVH, SO, Pe e MPOA (Figura 8 e 9). Encontramos duplas marcações de 

células retrogradamente marcadas com FG e expressando RNAm ppMCH apenas na MPOA e 

na porção anterior do PVH nos animais de 19º dia de lactação (Figura 9).  

 Para obter mais informações da relação entre MCH e OT na fase da lactação em ratas 

Long-Evans, utilizamos a técnica de Western Blotting para quantificar os peptídeos ppMCH e 

OT na PPit. Os resultados estão apresentados em gráficos para os diferentes grupos e 

ilustrados por imagens das bandas imunorreativas ao ppMCH (Figura 10A) e a OT (Figura 

10B). Nenhuma diferença foi observada para a β-actina entre os grupos analisados. 

Observamos que há um aumento significativo da quantidade do ppMCH no 19º dia de 

lactação em relação a fase diestro e no 5º dia de lactação. Quanto a OT observamos o inverso, 

sendo a quantidade de OT significativamente maior na fase diestro em relação ao 5º e ao 19º 

dias de lactação (Figura 10). 
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 Inicialmente analisamos a distribuição das células MCH-ir em ratas da linhagem 

Long-Evans, já que descrições anteriores utilizaram ratos albinos. Ratos Long-Evans possuem 

uma acuidade visual melhor que outras linhagens (Prusky et al., 2002). Sendo a luz um 

modulador exógeno capaz de interferir em núcleos hipotalâmicos via trato retino-

hipotalâmico (Pinato et al., 2007), essa acuidade visual poderia influenciar em controles 

neuroendócrinos e, portanto, talvez em mudanças morfológicas.  

 Observamos que, em ratas da linhagem Long-Evans as células MCH-ir distribuem-se 

principalmente na LHA e IHy, corroborando trabalhos anteriores realizados em animais de 

outras linhagens e gêneros (Bittencourt et al., 1992), e que as descreve nas mesmas áreas, 

tanto nas ratas em diestro como também nas lactantes (Knollema et al., 1992;  Rondini et al., 

2010;  Rondini et al., 2007). Encontramos também fibras MCH-ir na ME, principalmente MEi 

e na PPit como no trabalho de Bitercourt et al. (1992). Na PPit encontramos as fibras MCH-ir 

concentradas na periferia da mesma, de acordo com o trabalho de Bittencourt et al. (1992), 

nesse mesmo local passam as fibras OT-ir conforme trabalho de van Leeuwen (1979). 

 Um achado importante já descrito tanto por Knollema et al. (1992) e por Rondini et al. 

(2010) é a presença do RNAm do ppMCH e do peptídeo MCH no MPOA, Pe e no PVHa, 

durante o período lactante em ratas, principalmente no 19º dia de lactação e a ausência do 

mesmo em qualquer outra fase do ciclo estral. Este mesmo padrão de distribuição foi 

encontrado por nós em ratas da linhagem Long-Evans no presente estudo, sugerindo que o 

MCH presente na MPOA das ratas Long-Evans, também, possa estar envolvido no 

comportamento maternal, incluindo lactação como já sugerido por outros autores em 

trabalhos envolvendo roedores de outras linhagens (Knollema et al., 1992;  Rondini et al., 

2010).  

 Quanto à distribuição das células OT-ir no PVH  e SO e as projeções das fibras OT-ir 

para MEi e PPit, nossos dados corroboram com os resultados obtidos por Kiss e Mikkelsen 

(2005) e Rhodes et al. (1981) em ratos de outros gêneros e espécies. 

 Nos estudos com imunoperoxidase e imunofluorescência pudemos descrever e 

comparar a distribuição de fibras MCH-ir e OT-ir na MEi e na PPit nas diferentes fases 

estudadas (diestro, 5º e 19º dias de lactação). Encontramos,  tanto na MEi como na PPit uma 

densidade maior de fibras MCH-ir no 19º dia de lactação, em relação à fase diestro e ao 5º dia 

de lactação. Observamos também, pela primeira vez, que essas fibras MCH-ir encontram-se 

na MEi e na PPit em grande aproximação (o que poderíamos sugerir, em resolução de 

microscopia confocal de “justaposição”) com as fibras OT-ir. Importante ressaltar que apesar 

dessa aproximação não há colocalização em ambos locais. De qualquer forma, essa possível 
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justaposição sugere alguma relação entre MCH e OT, principalmente durante o término da 

lactação. 

 Na análise das imagens pela microscopia confocal com o uso do recurso de secção 

digital pelo feixe de laser (Neil et al., 1997), é sugestivo a existência de algum tipo de contato 

entre as fibras MCH-ir e OT-ir na MEi ou na PPit, uma vez que esse corte é de 

aproximadamente menos de 1 µm. Caracterizar o possível contato entre fibras MCH-ir e OT-

ir é de suma importância para a inferência funcional do MCH sobre a OT, uma vez que o 

MCH já foi descrito como um peptídeo inibitório (Gao, van den Pol, 2002), atuando pré-

sinapticamente reduzindo a liberação de transmissores ou pós-sinapticamente reduzindo o 

potencial de membrana. Além disso, os neurônios MCH-ir na MPOA coexpressam o 

neurotransmissor GABA (Rondini et al., 2010), conhecido neurotransmissor inibitório. No 

entanto, para uma análise detalhada da relação entre as fibras MCH-ir e OT-ir na MEi e PPit  

faz-se necessário o uso da técnica de microscopia eletrônica de transmissão. 

 Por outro lado, no trabalho realizado pelo grupo de Tsukamura em (2011), sobre as 

fibras imunorreativas a Kisspeptina e a GnRH na ME, eles também observaram uma 

justaposição entres as mesmas, no entanto, nas imagens da microscopia eletrônica de 

transmissão não encontraram nenhum contato sináptico entre as referidas fibras na ME, 

sugerindo que poderia existir entre elas uma transmissão do tipo “transmissão por volume” 

(Agnati et al., 2010). A transmissão por volume pode ocorrer quando não há formação 

clássica de uma zona ativa de sinapse. Nesse caso, os neuropeptídeos se difundem ao longo do 

espaço extracelular e quando liberados de varicosidades ou de terminais axonais podem se 

difundir pelo líquido extracelular promovendo um potencial de ação dependendo do grau de 

degradação dos mesmos por peptidases extracelulares (Fuxe et al., 2010).  

 Os resultados da quantificação do peptídeo ppMCH na PPit pela técnica de Western 

Blotting  também vem a somar na hipótese de que o MCH possa ter alguma relação com a OT 

na PPit, uma vez que, observamos um aumento da quantidade do ppMCH no 19º dia de 

lactação em relação ao 5º dia e à fase diestro. Inversamente aos resultados da quantificação do 

ppMCH, observamos um aumento da quantidade de OT na fase diestro e uma diminuição no 

5º e 19º dias de lactação. Esse fato é explicado pela possibilidade de armazenamento de OT 

na PPit e, quando necessária no momento do parto e durante a lactação, ela é secretada para a 

circulação e age nos respectivos locais, útero e mama (Brownstein et al., 1980;  Crowley, 

Armstrong, 1992) . Parkes & Vale (1998) descreveram que o MCH estimula a liberação de 

OT pelos terminais dos neurônios neurossecretores na PPit, entretanto, a descrição foi feita 

em ratos machos (Sprague Dawley) e em cultura de células da hipófise posterior.  Contudo, os 
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nossos resultados indicam uma relação inversa entre a presença de ppMCH e OT na  PPit, 

pelo menos no 19º dia de lactação. Essa aparente contradição talvez possa ser explicada pelo 

fato de que Parkes & Vale (1998) descreveram esse resultado em machos e em cultura de 

células e também pelo fato de que a OT tem funções diferentes em machos e fêmeas, e 

mesmo ainda, teremos que considerar que à medida que o período de lactação vai chegando 

ao fim os níveis de OT devem diminuir na PPit (Van Tol et al., 1988). Ainda mais, os 

resultados obtidos por Van Tol et al. (1988) estão em concordância com os nossos, uma vez 

que em seus experimentos eles verificaram que depois de 15 dias de lactação a PPit continha 

um teor significativamente menor de OT do que durante a fase diestro.       

 Quanto a injeção de FG na veia femoral observamos a presença de células 

retrogradamente marcadas no PVH e no SO, confirmando os dados já  citados por Leng et al.  

(2008), Neuman (2008), Lee et al. (2009), sobre a conexão entre os neurônios 

neurossecretores do PVH e do SO, com a PPit, através dos axônios que transitam pela MEi 

(Rhodes et al., 1981). Em concordância Knollema et al. (1992) e Cvetkovic et al. (2003)  

descreveram células retrogradamente marcadas nos referidos núcleos hipotalâmicos após 

injeção intravascular de FG. Dados esses que podemos usar como confirmação da captação e 

transporte do FG intravascular, uma vez que na literatura a ME e a PPit são relatadas como 

estruturas que estão desprovidas de barreira hemato-encefálica (Ganong, 2000;  Summy-

Long, Kadekaro, 2001), e assim, algumas substâncias injetadas no leito intravascular se 

difundem para regiões do hipotálamo (Sawchenko et al., 1990).  

 Algo que corrobora ainda mais o envolvimento do MCH no término da lactação é a 

presença de células retrogradamente marcadas com FG e que expressam o RNAm do ppMCH  

na MPOA e na porção anterior do PVH apenas em ratas no 19º dia de lactação, algo que ainda 

não havia sido observado. A mesma dupla marcação ou apenas a marcação retrógrada na 

MPOA na foram encontradas, na fase diestro ou no 5º dia de lactação. A presença do RNAm 

do ppMCH na MPOA no 19º dia de lactação infere uma possível influência do MCH no 

comportamento maternal, uma vez que a MPOA é notoriamente conhecida como moduladora 

desses comportamentos, incluindo a lactação (Numan, 2006;  Numan, Stolzenberg, 2009).  

 Outro ponto importante, é que a marcação retrograda com FG, encontrada no 19º dia 

de lactação e coincidente com a expressão do RNAm ppMCH nessa única janela temporal é 

completamente inexistente na fase diestro e no 5º dia de lactação na MPOA. Esse novo dado 

encontrado por nós, o qual demonstra o aparecimento e o desaparecimento de neurônios 

MCH-ir/RNAm ppMCH em área e tempo restritos da MPOA, sugere fortemente o surgimento 
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de um mecanismo de neuroplasticidade morfológica para atender as necessidades funcionais 

do referido período. 

 Nos últimos anos têm sido reconhecida a existência de plasticidade neural fisiológica e 

morfológica significativa em adultos vertebrados homeotérmicos (Balthazart et al., 2010). A 

plasticidade fisiológica geralmente refere-se a mudanças duradouras na fisiologia sináptica, 

que podem ocorrer após diferentes padrões de estimulação, como a que ocorre em potenciais 

de longo prazo (LTP) e depressão de longo prazo (LTD) (Huang, 1998;  Malenka, Bear, 

2004).  A plasticidade morfológica refere-se a alterações mensuráveis na morfologia das 

células, incluindo o tamanho, o número de células, a forma da célula e os contatos entre as 

regiões encefálicas (Stevenson et al., 2012). 

 A plasticidade neural morfológica é algo bastante estudado em aves canoras 

(Goldman, Nottebohm, 1983) e parece estar relacionada com ciclos anuais de atividade 

gonadal (Stevenson et al., 2012). Os núcleos do prosencéfalo de pássaros canoros que 

regulam a produção vocal, “high vocal center” (HVC), influenciados por mudanças sazonais 

dos níveis de testosterona apresentam plasticidade neural morfológica e funcional (Ball et al., 

2002;  Brenowitz, 2004). A ação da testosterona no HVC modula aspectos do canto, 

relacionados a um comportamento usado em defesa ao território de reprodução ou como 

atrativo sexual ao parceiro (Meitzen et al., 2007;  Nottebohm, Arnold, 1976). 

 Outros estudos também realizados em aves mostraram uma variação significativa de 

neurônios imunorreativos ao hormônio liberador de gonadotrofina 1(GnRH1) no hipotálamo 

de aves em fase de procriação (Dawson et al., 1985). O GnRH1 é um regulador chave do 

sistema neuroendócrino reprodutivo na maioria das espécies, e o sistema neuronal GnRH1 é a 

última etapa de processamento para o controle da secreção de gonadotrofina, sendo essencial 

para a fertilidade e o sucesso da reprodução (Stevenson et al., 2012). Segundo Macdougall-

Shackleton et al. (2009) várias espécies de aves mostram uma variação na quantidade de 

neurônios imunorreativos ao GnRH1 dependendo do estado reprodutivo e estes neurônios são 

altamente responsivos as condições hormonais.  

 Nos mamíferos, a expressão de RNAm do GnRH1 e os níveis do peptídeo GnRH1 

aumentam durante desenvolvimento reprodutivo (na puberdade) e atingem um platô na fase 

adulta (Gore et al., 1999). Poucas espécies de vertebrados são conhecidas por apresentar 

plasticidade nos neurônios GnRH1 na idade adulta e quando isso ocorre o grau de plasticidade 

morfológica é mínima.(Dawson et al., 1985). 

 No entanto, em mamíferos de reprodução sazonal como as ovelhas e os hamster, tem 

sido associada à plasticidade neural dos neurônios Kiss 1 no hipotálamo (Goodman et al., 



57 

 

___________________________________________________________________ Discussão 

2010;  Lehman et al., 2010). Desde a descoberta da kisspeptina (Lee et al., 1996) um número 

maior de diferentes isoformas foi isolado, e a forma Kiss 1 foi demonstrada como sendo a que 

desempenha um papel crítico na regulação neuroendócrina da reprodução em uma ampla 

gama de mamíferos (Clarke, Smith, 2010;  Popa et al., 2008;  Simonneaux et al., 2009).  

 A plasticidade dos neurônios nos núcleos HVC em aves canoras e o aumento da 

imunorreatividade ao GnRH1 e  Kiss1 em aves e mamíferos, respectivamente, durante a fase 

reprodutiva, mostram que a plasticidade neural possa ser regulada por hormônios envolvidos 

em comportamentos reprodutivos, em alterações ambientais e no dimorfismo sexual. 

Portanto, podemos inferir que estados fisiológicos como a lactação também podem estimular 

a formação de novos neurônios, e com a expressão temporal de hormônios que, como visto na 

MPOA de ratas no 19º dia de lactação, pode contribuir para o processo de finalização desse 

comportamento.  

 Os nossos resultados, portanto, indicam que a origem das fibras MCH-ir encontradas 

na MEi e na PPit está na MPOA e que esta apresenta um surgimento de neurônios 

possivelmente relacionados à fase de lactação, assim como, o aumento da densidade das fibras 

MCH-ir que se projetam para a PPit através da MEi em justaposição com fibras OT-ir, e a 

relação inversa entre a quantidade do peptídeo ppMCH e OT na PPit somente no 19º dia de 

lactação em ratas Long-Evans, reforçam a hipótese da atuação de um peptídeo sobre o outro 

no período final da lactação. 
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 De acordo com os resultados obtidos, e frente aos objetivos propostos, podemos 

concluir que: 

a) ocorre a justaposição entre as fibras MCH-ir e OT-ir na MEi e na PPit em ratas Long-

Evans no 19º dia de lactação; 

b) há um aumento da densidade de fibras MCH-ir na MEi e PPit no 19º dia de lactação; 

c) existe uma relação inversa entre a quantidade do peptídeo ppMCH e OT na PPit no 

19º dia de lactação; 

d) a origem das fibras MCH-ir que transitam pela MEi em direção a PPit na fase de 

lactação está na MPOA;  

e) existe o surgimento de neurônios na MPOA que expressam o RNAm do ppMCH e 

que são retrogradamente marcados no 19º dia de lactação, e que não aparecem fora 

desse período. 
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