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RESUMO 

A hiperprolactinemia suprime a secreção pulsátil do hormônio luteinizante (LH), o que 

causa infertilidade em homens e mulheres. Entretanto, os neurônios produtores do 

hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH), os quais controlam a secreção de LH, não 

apresentam receptores para prolactina (PRL), o que sugere uma modulação 

neuroendócrina indireta da PRL sobre estes neurônios. A PRL regula a própria secreção 

por meio da ativação dos neurônios dopaminérgicos tuberoinfundibulares (TIDA), uma 

vez que esses liberam dopamina na eminência mediana (ME), que inibe a secreção de 

PRL. Neste trabalho, investigamos se a dopamina proveniente dos neurônios TIDA do 

núcleo arqueado do hipotálamo (ARC) estaria envolvida na inibição da secreção de LH 

em situações fisiológica e de hiperprolactinemia. Para demonstrar ação dos neurônios 

TIDA sobre a secreção de LH, realizamos ativação seletiva destes neurônios por meio 

do uso de DREADDs em ratos que expressam Cre-recombinase sob o controle do 

promoter da enzima tirosina hidroxilase (TH-Cre). De fato, encontramos redução da 

amplitude dos pulsos de LH em resposta à ativação dos neurônios TIDA. Em busca da 

função fisiológica deste efeito, avaliamos a participação destes neurônios sobre a 

pulsatilidade de LH e a fertilidade em ratas ciclando. Para tanto, induzimos lesão seletiva 

dos neurônios TIDA com 6-hidroxidopamina (6-OHDA). A lesão aumentou a amplitude 

dos pulsos de LH, pronunciadamente, o que foi acompanhado do aumento dos níveis 

de estradiol (E2) e do número de corpos lúteos. Em experimento subsequente, 

determinamos o efeito agudo da PRL sobre a atividade dos neurônios TIDA em ratas 

ovariectomizadas (OVX) tratadas com E2 (OVX+E2). A PRL ovina (oPRL) aumentou 

seletivamente a atividade dos terminais dos neurônios TIDA na ME aos 30 e 60 min 

após a injeção intracerebroventricular em associação a inibição das concentrações 

plasmáticas de PRL e LH. Por fim, avaliamos se o bloqueio dopaminérgico afetaria a 

inibição da secreção pulsátil de LH pela PRL em modelo de hiperprolactinemia aguda. 

Para tanto, realizou-se injeção subcutânea aguda de oPRL precedida da administração 

icv de antagonista de receptor dopaminérgico do tipo D2 (sulpirida) ou D1 (SCH23390) 
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em ratas OVX+E2. Como esperado, a oPRL reduziu a frequência e amplitude dos pulsos 

LH e o LH médio. A sulpirida preveniu a redução da amplitude dos pulsos e do LH médio 

pela oPRL, enquanto o SCH23390 preveniu a inibição da amplitude dos pulsos. Desta 

forma, nossos resultados demonstram que a dopamina dos neurônios TIDA inibe a 

secreção pulsátil de LH em situações fisiológicos e de hiperprolactinemia. Estes 

achados sugerem uma nova via pela qual a PRL pode suprimir a secreção de LH e 

causar infertilidade. 

 

Palavras-chave: dopamina, prolactina, hormônio luteinizante, hiperprolactinemia, 

infertilidade, DREADD. 
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ABSTRACT 

 

Hyperprolactinemia suppress luteinizing hormone (LH) secretion, which causes infertility 

in men and women. However, gonadotropin-releasing hormone (GnRH) neurons, which 

control LH release, do not express PRL receptors suggesting an indirect neuroendocrine 

regulation through other PRL-sensitive pathways. PRL regulates its own secretion by the 

activation of tuberoinfundibular dopaminergic (TIDA) neurons, since these neurons 

release dopamine in the median eminence (ME) to inhibit PRL secretion. We 

investigated whether the dopamine from TIDA neurons in the arcuate nucleus of the 

hypothalamus (ARC) would suppress LH secretion in physiologic conditions and during 

hyperprolactinemia. To demonstrate the action of TIDA neurons on LH secretion we 

performed a selective activation of these neurons using DREADDs in transgenic rats 

expressing Cre-recombinase under the control of tyrosine hydroxylase (TH) promoter 

(TH-Cre). Indeed, the selective activation of TIDA neurons reduced the amplitude of LH 

pulses in male rats. In order to investigate the physiological relevance of this effect, we 

evaluated the role of TIDA neurons on LH pulsatility and fertility in female rats. For that 

we induced selective lesion of TIDA neurons with 6-hydroxydopamine (6-OHDA). TIDA 

ablation markedly increased the amplitude of LH pulses and was associated with 

increased secretion of estradiol (E2) and number of corpora lutea. In subsequent 

experiments, we investigated the acute effect of PRL on the activity of TIDA neurons in 

ovariectomized (OVX) rats treated with estradiol (OVX+E2). Intracerebroventricular (icv) 

ovine PRL (oPRL) selectively increased the activity of TIDA neuronal terminals in the ME 

at 30 and 60 minutes after injection and inhibited LH and PRL levels. We then evaluated 

whether dopaminergic blockade would impair the inhibitory effect of PRL on LH pulsatility 

in a model of acute hyperprolactinemia in female rats. An acute subcutaneous injection 

of oPRL was performed, preceded by the antagonists to dopamine receptor D2 

(sulpiride) or D1 (SCH23390) in OVX+E2 rats. As expected, oPRL reduced the 

frequency and amplitude of the LH pulses and the mean LH. Sulpiride prevented the 
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reduction in pulse amplitude and mean LH by oPRL, while SCH23390 prevented the 

inhibition of pulse amplitude. Thus, taken together these results demonstrate that 

dopamine from TIDA neurons inhibits LH pulsatile secretion in physiological conditions 

and during hyperprolactinemia. These findings open a new perspective on the 

mechanism by which the PRL suppresses LH secretion and causes infertility. 

 

Keywords: dopamine, prolactin, luteinizing hormone, hyperprolactinemia, infertility, 

DREADD. 
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1. Regulação neuroendócrina da secreção do hormônio luteinizante (LH) e 

sua pulsatilidade 

O eixo hipotálamo-pituitária-gonadal (HPG) é o pedestal da regulação endócrina 

das funções reprodutivas, e é composto por múltiplas alças de retroalimentação 

interconectadasz. No controle mais alto desse eixo tem-se o hormônio liberador de 

gonadotrofinas (GnRH), um hormônio decapeptídeo sintetizado pelos neurônios GnRH 

hipotalâmicos e liberado no sistema vascular porta-hipofisário, na região da eminência 

mediana (ME), de modo a exercer o controle central da reprodução (1, 2). Em ratos, os 

neurônios GnRH apresentam seus corpos celulares distribuídos difusamente nas 

estruturas hipotalâmicas anteriores, mais precisamente entre a banda diagonal de broca 

e a extensão rostral da área pré-óptica (POA) medial, enquanto o curso de suas 

projeções axônicas percorrem a área retroquiasmática, núcleo arqueado do hipotálamo 

(ARC), e atingem a ME (3-5).  

Na hipófise, o GnRH se liga ao receptor para o hormônio GnRH na superfície 

celular dos gonadotrofos, a fim de regular síntese e liberação do LH e do hormônio 

folículo estimulante (FSH), as gonadotrofinas. Assim, por meio de uma liberação pulsátil, 

o GnRH mantém a síntese e secreção de gonadotrofinas. As gonadotrofinas são 

secretadas na corrente sanguínea para agir nas gônadas de ambos sexos. Na mulher, 

é responsável pela foliculogênese, manutenção do corpo lúteo e síntese de hormônios 

ovarianos e, no homem, pela manutenção da espermatogênese e secreção de 

testosterona (6-8). Estudos tem mostrado que lentas frequências de pulsos, comuns 

após a ovulação, promovem a síntese de FSH. Por outro lado, rápida frequência de 

pulsos de GnRH (mais do que um pulso por hora), uma periodicidade comum da fase 

folicular, estimula, preferencialmente, a síntese de LH (9-12).  

O LH é um hormônio glicoproteico heterodimérico, de extrema necessidade para 

as funções reprodutivas periféricas, tais como produção de gametas e dos hormônios 

esteroides pelas gônadas, em ambos os sexos (13). Além disso, é essencial para o 
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desenvolvimento puberal, uma vez que sua ausência culmina em hipogonadismo e 

infertilidade em ambos os sexos (14). Nos homens, promove a secreção de testosterona 

pelas células de Leydig, o que contribui para a maturação das células germinativas 

primordiais. Nas mulheres, estimula a ovulação, formação de corpo lúteo, síntese de 

estrogênio e progesterona nos ovários (15). Evidencia-se a importância do LH para 

reprodução quando se observa estudos em camundongos com deficiência isolada de 

LH e sem qualquer alteração nas concentrações de FSH. Nesses modelos, as fêmeas 

apresentam-se com hipogonadismo e concentrações plasmáticas reduzidas de estradiol 

(E2) e progesterona, enquanto os machos apresentam-se com diminuição de testículos, 

hipoplasia das células de Leydig, bloqueio de espermatogênese e redução dos níveis 

de testosterona (16-18).  

A liberação de LH ocorre de duas maneiras distintas em fêmeas. A forma 

predominante é o padrão secretório episódico do hormônio, denominado secreção 

pulsátil de LH, a qual é decorrente da liberação pulsátil de GnRH e culmina em uma 

liberação igualmente pulsátil do LH (19-21). O segundo padrão de secreção trata-se do 

pico pré-ovulatório de LH, o qual ocorre em um período curto e delimitado, decorrente 

de alta concentração de E2 no final da fase folicular, sendo responsável por induzir a 

ovulação (22-26). Pico e pulso de LH são, portanto, eventos distintos sujeitos ao controle 

por retroalimentação positiva e negativa do E2, respectivamente. O controle 

neuroendócrino da pulsatilidade do LH configura-se como o principal objeto de estudo 

desta pesquisa. 

A importância da pulsatilidade do LH para o controle neuroendócrino da 

reprodução foi estabelecida na década de 1970, quando, pela primeira vez, o padrão de 

secreção pulsátil do LH foi identificado (27), e, em seguida, ao se constatar a 

importância do GnRH para manutenção das concentrações de LH e FSH (19), ambas 

descobertas em macaco rhesus. A liberação pulsátil de GnRH foi confirmada 5 anos 

mais tarde, quando foi observado uma liberação episódica de GnRH nos vasos portais 

de ovelhas, estreitamente relacionada à secreção igualmente pulsátil de LH (1, 28). 
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Entre os mamíferos existe consistência no padrão de frequência de pulsos de LH no 

decorrer do ciclo ovariano. Em fêmeas, os pulsos de LH ocorrem em uma frequência 

aproximada de 1 pulso por hora, na fase folicular, e 1 pulso a cada três ou quatro horas, 

na fase lútea. Por outro lado, em machos ocorre a cada duas ou três horas (29). Maiores 

frequências de pulsos encontram-se em animais gonadectomizados, os quais 

apresentam pulsos entre 20 e 30 min (26, 30, 31). Ademais, uma vez que a secreção 

de LH ocorre em pulsos, é importante destacar que variáveis deste evento, como 

frequência e amplitude, são esperados (32, 33).  

A regulação do LH pelo GnRH, a partir do hipotálamo, é sensível aos níveis 

circulantes dos hormônios sexuais, de modo que esses exercem influência inibitória 

sobre a pulsatilidade de LH. Sob esse aspecto, E2 e progesterona, em fêmeas, e 

testosterona, nos machos, exercem ações de retroalimentação negativa no sistema 

nervoso central e na hipófise e, desta forma, inibem a secreção de GnRH/LH por meio 

de um mecanismo de retroalimentação negativa (34, 35). Entretanto, os neurônios 

GnRH não apresentam receptor para estrógeno do tipo alfa (ERα) ou receptor para 

progesterona (36, 37). Assim, em fêmeas, o envolvimento do E2 na manutenção das 

funções reprodutivas e fertilidade ocorre através de mecanismos indiretos, de forma que 

os receptores para os esteroides sexuais localizam-se em neurônios aferentes ao 

neurônio GnRH (38, 39). Nesse contexto, um dos principais neurônios com forte atuação 

no sistema reprodutivo através de vias aferentes para o neurônio GnRH é o neurônio 

produtor de kisspeptina. 

A kisspeptina é um importante neuropeptídeo mediador da regulação 

neuroendócrina entre os neurônios GnRH e os hormônios sexuais e mostra-se essencial 

para puberdade em humanos (40, 41), além de ser um potente estimulador da secreção 

de LH nessa espécie (42-44). No campo da terapia para problemas relacionados à 

reprodução em humanos, a administração de kispeptina-10, fragmento ativo de 

kisspeptina, em mulheres inférteis com amenorreia hipogonadotrófica induzida por 

hiperprolactinemia reestabeleceu as concentrações de FSH e pulsos de LH (45). 
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Adicionalmente, o importante papel da kisspeptina na reprodução também é observado 

em estudo com modelos animais. Além de apresentar o mesmo efeito estimulatório 

sobre a secreção de LH em diversas espécies, como ratos (46) e ovelhas (47), é 

considerada o mais potente estimulador da atividade neuronal de GnRH já identificado 

em camundongos (48, 49). Outros estudos em camundongos mostraram que a 

kisspeptina desempenha importante papel na fertilidade por meio da regulação da 

liberação de GnRH na indução do pico pré-ovulatório e ativação dos neurônios GnRH 

na puberdade (50). Ademais, a importância da kisspeptina para reprodução ficou 

evidenciada através de estudos em camundongos machos e fêmeas com mutação no 

gene Kiss1. Esses animais demonstraram baixas concentrações de LH, FSH e 

hormônios esteroides, bem como comprometimento de maturação sexual (51). Assim, 

atualmente, considera-se a kisspeptina como neuropeptídeo chave regulador das 

funções reprodutivas (52), o que a torna uma das principais vias sensíveis ao E2 

investigada em hipóteses relacionadas ao controle neuroendócrino da reprodução . 

Em roedores, os neurônios produtores de kisspeptina localizam-se no núcleo 

anteroventral periventricular (AVPV) e no ARC (53, 54). Em relação ao pico pré-

ovulatório de LH, a ativação dos neurônios GnRH ocorre através do envolvimento da 

população kisspeptina do AVPV (55-57) e fortes evidências indicam que esses 

neurônios o fazem via ativação de ERα (55). Por outro lado, a população de neurônios 

kisspeptina do ARC está mais diretamente relacionada ao padrão de secreção pulsátil 

de GnRH/LH (58-60), e foram denominados KNDy (61) porque co-expressam 

kisspeptina, neurocinina B e dinorfina em ratos (62), camundongos (63) e ovelhas (64). 

Desde a década de 1960, antes da constatação do inegável papel desempenhado pela 

kisspeptina na fertilidade, experimentos em ratos já demonstravam participação de 

neurônios localizados no hipotálamo médio basal, que contém o ARC, como mecanismo 

gerador de pulso de GnRH (65-67). Com a explosão de estudos na área, aventa-se o 

envolvimento dos neurônios KNDy como parte essencial do gerador de pulso de GnRH 

em ovelhas (68). Recentemente, um estudo em camundongos (69) demonstrou que os 
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neurônios KNDy apresentam sua atividade celular em sincronização com a liberação 

dos pulsos de LH, o que pode representar que essa população kisspeptinérgica do ARC 

seja o gerador de pulso de GnRH nessa espécie. 

Adicionalmente, os neurônios GnRH são também regulados por inputs inibitórios, 

o que resulta em supressão do eixo HPG e consequentemente inibição da fertilidade. 

Sob esse aspecto, é reconhecido o papel inibitório da dopamina sobre a liberação de 

LH. Estudos demonstram efeito estimulatório de antagonistas dos receptores 

dopaminérgicos, principalmente os receptores do tipo 2 (D2R), sobre a secreção de LH 

em modelos animais (70-72) e em humanos (73). A ação inibitória direta da dopamina 

sobre a excitabilidade dos neurônios GnRH foi demonstrada mais recentemente em 

camundongos (74). Além disso, dados de um estudo de reconstrução anatômica de 

Herde & cols. (75) demonstraram que os neurônios GnRH de camundongos recebem 

conexões sinápticas ao longo de toda a extensão de suas projeções neurais em direção 

à ME, de modo a exibir uma morfologia bipolar diferenciada. Eles observaram que os 

neurônios GnRH apresentam uma zona dendrítica clássica próxima aos corpos 

celulares e uma projeção neuronal atípica em direção à ME, a qual apresenta 

capacidade mista de atuar como dendrito e axônio, denominada “dendron”. Isto torna 

factível o recebimento de inputs sinápticos ao nível dos terminais GnRH na ME. De fato, 

Wang & cols. (76) demonstraram que a inibição quimiogenética dos dendrons in vivo foi 

capaz de afetar a secreção pulsátil de LH, enquanto similar inibição seletiva da região 

dendrítica proximal não desempenhou nenhum efeito sobre a pulsatilidade de LH. 

Somadas, essas recentes evidências apontam para a existência de novos mecanimos 

regulatórios da função dos neurônios GnRH, como por exemplo, uma ação inibitória da 

dopamina sobre a atividade dos terminais de neurônios GnRH na região da ME. Assim, 

neste projeto investigamos se a dopamina poderia ser responsável pela inibição da 

secreção pulsátil de LH em condições fisiológicas e durante uma hiperprolactinemia. 
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2.  A importância da prolactina (PRL) para reprodução e a infertilidade 

induzida por hiperprolactinemia 

A PRL é um hormônio polipeptídico sintetizado pelos lactotrofos da hipófise 

anterior, os quais são tonicamente inibidos pela dopamina hipotalâmica (77). Em 1933, 

Riddle, Battes & Dykshorn (78) identificaram uma específica proteína hipofisária com 

função comum de secreção mamária em mamíferos, ação lactacional da qual originou 

sua nomenclatura. Contudo, atualmente a PRL é reconhecida por ser um hormônio 

pleiotrópico, o qual desempenha uma variedade de ações fisiológicas, além da lactação 

(79). Dentre a sua gama de funções, tem-se participação no balanço eletrolítico, 

crescimento e desenvolvimento, metabolismo, regulação imune e, em especial, 

destaca-se seu papel modulatório na reprodução e fertilidade, incluindo ação sobre o 

eixo HPG (79-81). 

A investigação do envolvimento da PRL na reprodução teve seu início na década 

de 1970. Em roedores, dentre as principais contribuições da PRL para a viabilidade da 

reprodução, observa-se o breve e pronunciado pico de PRL que permeia as fases de 

proestro e estro (82), e o favorecimento da manutenção do corpo lúteo e consequente 

êxito da implantação (83). Seu envolvimento na reprodução é abrangente e está em 

constante descoberta, uma vez que, além de induzir diversas alterações fisiológicas no 

pós-parto (84), recentemente, constatou-se modulação de circuitos neurais 

relacionados ao estabelecimento do comportamento maternal pela PRL (85). 

Contudo, de uma maneira inversa à sua contribuição positiva para reprodução, há 

muito sabe-se que no caso de altas concentrações de PRL, a exemplo do período de 

amamentação, observa-se amenorreia, inibição da ovulação e, consequentemente, 

infertilidade (86, 87). Ademais, da mesma forma que em mulheres, a hiperprolactinemia 

também causa infertilidade em homens (88, 89). Interessantemente, esse efeito dual da 

PRL sobre a reprodução configura-se em claro exemplo da alteração de uma importante 

função adaptativa corporal, como a que ocorre na hiperprolactinemia lactacional, para 
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uma de má adaptação em condição de desbalanço. Assim, observa-se que estados de 

hiperprolactinemia fisiológicos, como a lactação, são necessários e importantes para 

evitar a função reprodutiva e manter a demanda energética para qualidade da 

amamentação. Por outro lado, a ocorrência de uma hiperprolactinemia em outras 

circunstâncias pode representar perda de homeostase e má adaptação de funções 

corporais, quando a hiperprolactinemia ocorre devido a condições patológicas ou 

farmacológicas (79). 

Acerca das causas da infertilidade induzida por hiperprolactinemia, é conhecido 

que durante uma alta concentração de PRL ocorre inibição da secreção de GnRH/LH 

(88, 90-93). Em diferentes espécies, a hiperprolactinemia causa redução da frequência 

e amplitude dos pulsos de LH, não somente em fêmeas mas também em machos (94-

100), os quais podem ser restaurados através da normalização da concentração de PRL 

(101).  Assim, apesar de não ser reconhecido o detalhamento do mecanismo, alta 

concentração de PRL culmina em hipogonadismo hipogonadotrófico por inibição da 

secreção pulsátil de GnRH (94, 102, 103), bem como parece inibir diretamente a função 

ovariana por redução de esteroidogênese (104). Apesar da PRL exercer efeitos 

reprodutivos por ação na hipófise e gônadas, as evidências apontam para a supressão 

da liberação do GnRH hipotalâmico como o cerne do seu efeito inibitório, visto que a 

reposição de GnRH pulsátil é suficiente para reversão da infertilidade induzida por 

hiperprolactinemia (94, 105-107). Assim, a reversão do quadro com a reposição de 

GnRH permite inferir sobre uma ação central da PRL, uma constatação que data do 

início dos anos 1980 quando já se observava redução da liberação de GnRH induzida 

por hiperprolactinemia por meio de aferições de GnRH no sangue porta-hipofisário (103, 

108, 109). Contudo, apesar de ser central, não há clareza acerca do mecanismo exato 

pelo qual altas concentrações de PRL afetam a fertilidade, uma vez que os neurônios 

GnRH não expressam receptor para PRL (PRL-R) de maneira significativa (93, 110). 

Assim, acredita-se que a inibição dos neurônios GnRH induzida por hiperprolactinemia 

ocorra indiretamente, por ação da PRL em outros neurônios que sejam, ao mesmo 
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tempo, sensíveis à PRL e regulem os neurônios GnRH. Nessa perspectiva, acredita-se 

que a kisspeptina seja uma forte candidata a mediar o efeito. Embora em humanos ainda 

não seja descrito, foi identificada significante expressão de PRL-R em neurônios 

kisspeptinérgicos do ARC e AVPV de ratos (110) e no ARC de ovelhas (111). Além 

disso, em modelos animas de indução de anovulação com injeção de PRL, a kisspeptina 

reestabelece a secreção de gonadotrofinas e ciclicidade ovariana (112). 

Adicionalmente, embora o tratamento com prolactina ative apenas 11% dos neurônios 

GnRH, e seja incapaz de alterar a atividade elétrica dos neurônios GnRH (113), a PRL 

foi capaz de induzir a fosforilação do transdutor de sinal e ativador de transcrição 5 

(STAT5), um marcador central de ativação de sinalização de PRL (110, 114), nas 

populações kisspeptinérgicas do ARC em ratos (115) e do AVPV e ARC em 

camundongos (114, 116).  

Estudos prévios de nosso grupo demonstram que a kisspeptina também está 

envolvida no controle da secreção de PRL, pelo menos em parte, através da inibição 

dos neurônios TIDA (117-120). Dados de nosso grupo também demonstraram que a 

kisspeptina sofre inibição pela PRL em condições nas quais a PRL inibe o LH como 

lactação e hiperprolactinemia (115). Entretanto, o bloqueio da secreção de PRL com o 

agonista dopaminérgico bromocriptina não foi capaz de reverter a supressão da 

expressão de kisspeptina durante a lactação, sugerindo o envolvimento de outras vias 

não relacionadas à PRL (115). Usando modelo de hiperprolactinemia, recentemente 

Brown & cols. (116) demostraram que os neurônios KNDy medeiam o efeito inibitório da 

PRL sobre a frequência de pulsos de LH em camundongos. Entretanto, este achado 

não exclui o envolvimento de outras vias neurais na inibição da secreção pulsátil de 

GnRH/LH pela PRL. É provável que outros neurônios hipotalâmicos estejam envolvidos 

no mecanismo pelo qual a hiperprolactinemia suprime a secreção de LH o qual ainda 

precisa ser melhor elucidado. 

 

 



27 
 

3. O controle da secreção de PRL pela dopamina  

No passado, acreditou-se que a regulação da secreção da prolactina se daria por 

meio de um fator liberador de prolactina (PRF), similar aos demais hormônios 

hipofisários, que tem a secreção estimulada pelos hormônios hipotalâmicos. Contudo, 

a PRL foge à regra, e desde os anos 1950 já existiam evidências do hormônio estar sob 

uma regulação de caráter inibitório (79). Assim, nas décadas de 1970 e 1980 estudos 

mostravam que qualquer comprometimento da conexão hipotalâmica-hipofisária, a 

exemplo de secção da haste hipofisária ou lesão destrutiva do hipotálamo, tinha como 

resultante uma elevada concentração de PRL (121, 122). Dessa importante observação 

concluiu-se que um PRF não seria o principal regulador da secreção de PRL. 

Ainda na década de 1950 foi também observado que estados de 

hiperprolactinemia eram um efeito colateral comum decorrente do uso de drogas 

antipsicóticas, da classe dos antagonistas para receptores dopaminérgicos (123-125). 

Anos mais tarde foi demonstrado que agonistas dopaminérgicos apresentavam o efeito 

de suprimir a secreção de PRL a partir de hipófise isolada de ratas (126) e que a 

dopamina de origem hipotalâmica apresentava importante papel na regulação funcional 

da hipófise anterior (127) até que, por fim, foi constatado o efeito inibitório da dopamina 

sobre a secreção de PRL, in vivo (128, 129). O conhecimento de papel crucial da 

dopamina na supressão endógena da PRL consolidou-se por meio da identificação de 

D2R nos lactotrofos da hipófise de ratos (130) e da observação de que camundongos 

sem o receptor eram hiperprolactinêmicos (131, 132). Desse modo, a dopamina é o 

principal fator inibidor de PRL (PIF) e principal regulador da secreção deste hormônio 

(77, 133-135). 

A ação da dopamina é mediada por cinco tipos de receptores (D1, D2, D3, D4 e 

D5) categorizados em duas grandes famílias: tipo D1 (D1 e D5) e tipo D2 (D2, D3 e D4) 

(136). O receptor do tipo D1 (D1R) é um receptor acoplado à proteína G (GPCR) 

estimulatória, Gs, que ativa a enzima adenilato ciclase e age como receptor pós-



28 
 

sináptico excitatório. O D2R é um GPCR inibitório, Gi, e quando ativado inibe a adenilato 

ciclase, de modo a atuar como receptor pós-sináptico inibitório (137, 138). 

Os neurônios dopaminérgicos que fazem o controle inibitório da secreção 

subdividem-se em três populações de acordo com a anatomia de suas projeções. Os 

primeiros a serem descobertos foram os neurônios dopaminérgicos tuberohipofisários 

(THDA), os quais surgem a partir do núcleo arqueado rostral  e se projetam para os 

lobos neural e intermediário da hipófise (139, 140). Em seguida, identificou-se os 

neurônios tuberoinfundibulares dopaminérgicos (TIDA), com os corpos celulares 

localizados na porção dorsomedial do ARC e projeções para ME (141). Por fim, foram 

identificados os neurônios dopaminérgicos periventriculares hipofisários (PHDA), os 

quais surgem do núcleo periventricular e inervam exclusivamente o lobo intermediário 

(142). O controle inibitório da secreção da PRL por esses neurônios dopaminérgicos 

neuroendócrinos é demonstrado de forma ilustrativa na figura a seguir. 

 

 

 
Figura 1: Origem e projeções anatômicas dos neurônios dopaminérgicos 
neuroendócrinos envolvidos no controle da secreção de PRL. Os neurônios TIDA originam-
se na região A12 do núcleo arqueado dorsomedial. Eles apresentam axônios curtos que 
terminam na zona externa da eminência mediana (ME), próxima ao plexo capilar primário dos 
vasos portais. A dopamina tuberoinfundibular liberada é transportada pelos longos vasos portais 
até o lobo anterior (AL) da hipófise. Os neurônios THDA e PHDA possuem os corpos celulares 
na região do A12 e A14, respectivamente, e enviam projeções para os lobos neural (NL) e 
intermediário (IL) da hipófise. Os vasos portais curtos conectam o NL e o AL. Adaptado de Ben-
Jonathan & Hnasko (138). 
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Devido aos neurônios TIDA liberarem a dopamina tuberoinfundibular na camada 

externa da ME no sistema porta-hipofisário, das três populações supracitadas eles são 

os maiores responsáveis pelo controle inibitório da secreção de PRL (141, 143-145).  

Nesse mecanismo, a dopamina tuberoinfundibular alcança a hipófise anterior por meio 

dos vasos portais longos e se liga ao D2R nos lactotrofos (146-149). Por outro lado, os 

neurônios THDA e PHDA contribuem para a regulação basal da secreção de PRL após 

o transporte da dopamina da neurohipófise para hipófise anterior através dos vasos 

portais curtos (150). Assim, os lactotrofos hipofisários estão sob constante inibição 

dopaminérgica neuroendócrina para manter a PRL em concentrações desejáveis (77). 

Além disso, por seu caráter robusto e inquestionável, o efeito inibitório da dopamina 

sobre a PRL é estudado sob diversos aspectos, e inclusive utilizado terapeuticamente 

na clínica médica (151). Nesse contexto, a utilização de agonistas dopaminérgicos no 

tratamento de prolactinomas e adenomas de hipófise produtores de prolactina mostram-

se efetivos em suprimir a secreção de PRL na maioria dos pacientes (152, 153). 

Ademais, além do efeito direto sobre a secreção de PRL, a dopamina ainda suprime a 

enzima adenilato ciclase, o que culmina em redução da expressão gênica de PRL (154, 

155), bem como é capaz de regular a proliferação de lactotrofos em cultura de células 

da hipófise (156). Assim, embora exista a influência dos próprios lactotrofos, por meio 

de regulação autócrina e parácrina, o principal mecanismo regulador ocorre por meio de 

D2R, especialmente a isoforma longa, a qual diminui a transcrição e secreção de PRL 

e é responsável por reduzir a proliferação dos lactotrofos (138).  

 Em relação aos PRFs, atualmente considera-se que associado ao efeito 

majoritariamente inibitório exercido pela dopamina, ao invés da existência de um único 

PRF, tem-se diferentes fatores liberadores circunstanciais de PRL, os quais a estimulam 

em condições especificas (157), a exemplo do hormônio liberador de tireotrofina (158, 

159), ocitocina (160, 161) e vasopressina (162, 163). 

 Quanto aos estímulos à secreção de PRL, observa-se e o estresse (164), a sucção 

do mamilo durante a lactação (165) e níveis aumentados de esteroides ovarianos (166). 
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Acerca dos esteroides sexuais, é sabido que os neurônios TIDA expressam ERα e 

receptores para progesterona, os quais são responsáveis pela ação central dos 

esteroides ovarianos na secreção de PRL (118, 167). Dentre esses fatores, sem dúvida 

o E2 é um dos mais importantes. O E2 apresenta efeito estimulatório sobre a secreção 

de PRL por meio de uma via clássica genômica, na qual regula a expressão gênica da 

PRL (168) e o aumento do número dos lactotrofos (169-171). Adicionalmente, o E2 

diminui tanto a expressão como a atividade da tirosina hidroxilase (TH) (138, 172), a 

enzima limitante para biossíntese de dopamina (173). Ademais, dada a relevância da 

kisspeptina para reprodução, é importante destacar que, de uma maneira dependente 

do E2, esse neuropeptídeo estimula a liberação de PRL também por meio da inibição 

de neurônios TIDA e consequente redução da liberação de dopamina (174).  

 

4. O mecanismo de retroalimentação negativa de alça curta entre PRL e 

dopamina  

 A PRL não apresenta um órgão alvo específico, o que resulta na ausência de um 

clássico hormônio regulador por retroalimentação, como ocorre com os demais 

hormônios da hipófise anterior. Entretanto, a forma de regulação deste eixo é também 

negativa, porém, a própria PRL é o sinal aferente do mecanismo através de sua ligação 

aos PRL-R localizados nos neurônios TIDA (175, 176).  Esse mecanismo de 

retroalimentação negativa entre a PRL e a dopamina proveniente dos neurônios TIDA 

pode ser observado na figura 2 a seguir.  
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Figura 2: Alça curta de retroalimentação negativa responsável pela regulação 
neuroendócrina da secreção de PRL. A liberação de PRL pela hipófise anterior é inibida pela 
dopamina proveniente dos neurônios TIDA (demonstrado na seção coronal por meio de 
imunohistoquímica para tirosina hidroxilase [TH], em marrom). Os corpos celulares dos 
neurônios TIDA são encontrados no núcleo arqueado do hipotálamo (ARC), com projeções 
axônicas direcionadas para camada externa da eminência mediana (ME). 3V, terceiro ventrículo. 
Adaptado de Grattan (79).   

 

Embasado no fato de que a origem da PRL que atua nos neurônios TIDA é 

hipofisária, e que a administração sistêmica de PRL ativa neurônios hipotalâmicos (177, 

178), uma consideração importante a ser feita acerca desse mecanismo é a forma como 

a PRL atravessa a barreira hematoencefálica, visto que ela é um hormônio polipeptídico 

com dimensão relativamente grande (aproximadamente 21 KDa). A esse respeito, 

desde a década de 1980 evidências apontavam para um sistema de transporte mediado 

por transportador saturável (179). Entretanto, recentemente foi visto que o transporte de 

PRL para o cérebro é independente do receptor de prolactina em camundongos, uma 

vez que ocorreu normalmente em camundongos sem expressão de PRL-R (180). 
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Portanto, o preciso mecanismo pelo qual a PRL alcança os neurônios TIDA ainda é 

carente de elucidação.  

No que diz respeito à identificação do mecanismo de retroalimentação negativa 

de alça curta, desde a década de 1990 estudos neuroquímicos mostravam que após 

uma administração de PRL observava-se três respostas: 1) estimulo à síntese de 

dopamina (181) e turnorver no hipotálamo (182, 183); 2) aumento do metabolismo da 

dopamina na ME (175); e 3) aumento da secreção de dopamina nos vasos portais (184). 

Isso mais tarde veio a ser corroborado pela identificação dos PRL-R nos neurônios 

dopaminérgicos (148, 185, 186). Através dos parâmetros de atividade dopaminérgica 

supracitados foi possível perceber que o curso de tempo de ação da PRL apresenta um 

componente rápido, com aumento da atividade entre duas e quatro horas após PRL 

exógena (176), e um componente tardio, observado em torno de doze horas após o 

tratamento com a PRL (187). No entanto, é importante ressaltar que devido a estudos 

posteriores demonstrarem registros eletrofisiológicos com ações ainda mais rápidas da 

PRL na atividade elétrica dos neurônios TIDA, em ratos (188) e camundongos (113, 

189), atualmente acredita-se na existência de vários mecanismos de ação da prolactina 

sobre os neurônios dopaminérgicos, os quais seriam mediados em diferentes cursos de 

tempo. Assim, neste projeto investigamos também se a rápida ativação de neurônios 

dopaminérgicos pela PRL seria temporalmente coerente com a inibição da secreção 

pulsátil de LH em condições de alta concentração de PRL central.  

 

5.   Interação entre neurônios TIDA, dopamina e a secreção de LH 

Em meados da década de 1970, antes mesmo de ser estabelecido que a 

dopamina seria o principal PIF (190), iniciaram discussões acerca do envolvimento da 

dopamina e outras catecolaminas no controle da secreção de GnRH/LH. Mais 

precisamente em 1978, por meio de uma investigação anatômica com ratos Sprague-

Dawley, McNeill & Sladek (191) trouxeram a ideia na qual a dopamina poderia afetar 
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tanto a liberação de hormônios da pituitária anterior quanto do hormônio hipotalâmico 

GnRH. No referido estudo, eles observaram a presença simultânea de dopamina e do 

hormônio GnRH na ME, o que culminou no conceito de uma potencial regulação 

inibitória axo-axônica entre os mesmos, uma vez que já havia sido identificado projeções 

dos neurônios TIDA na camada externa da ME (143). Ademais, estudos de 

rastreamento retrógrado também demonstraram que entre 50% e 70% dos neurônios 

GnRH de ratos projetavam-se para a região da ME (4, 192), tornando assim factível a 

interação entre os neurônios TIDA e GnRH.  Em relação à  interações entre neurônios 

GnRH e dopaminérgicos, ainda na década de 1980, estudos demonstraram conexões 

sinápticas entre terminais dopaminérgicos e axônios de GnRH na ME de ovelhas (193) 

e POA de ratos (194), região onde encontram-se os corpos de GnRH. Nos anos 1990, 

um estudo em ratos mostrou que neurônios TH positivos projetam-se para os corpos 

celulares de GnRH na POA de ratas (195) e, mais recentemente, Clarkson & cols. (196) 

quantificaram que um quarto dos corpos de GnRH de camundongos exibem 

justaposição com fibras TH positivas. 

Em outras espécies, estudos acerca do envolvimento da dopamina na reprodução 

apresentam-se em maior número, o que resultou em uma gama de achados 

importantes. Em sapos, a combinação do  análogo de GnRH (des-Gly10, D-Ala6, Pro9-

GnRH-ethylamide) com metoclopramida ou domperidona, ambos antagonistas para 

receptor de dopamina, são efetivos em induzir desova (197). Em rãs da espécie Rana 

temporaria, o tratamento in vivo com o agonista de D2R, bromocriptina, foi capaz de 

inibir a liberação de LH e ovulação (198), enquanto que o tratamento a longo prazo com 

um implante contendo o antagonista, metoclopramida, induziu  ovulação. Nesses 

anfíbios, além do controle da liberação de LH pela pituitária, tem sido hipotetizado que 

a dopamina pode ter um papel peculiar e adicional na reprodução relacionado à 

modulação das vocalizações sexuais. A esse respeito, foi visto que a ativação de D2R 

apresenta efeito inibitório sobre a vocalização, um evento relacionado à reprodução dos 

anfíbios (199). Em peixes, além dos neurônios dopaminérgicos e a liberação de 
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dopamina estarem envolvidos no efeito inibitório do estresse sobre o eixo reprodutivo 

(200), recentemente foi observado que a remoção da inibição dopaminérgica, via D2R, 

é capaz de estimular a síntese e liberação de GnRH/ LH, bem como reativar a função 

ovariana (201). Por fim, de maneira a evidenciar o potencial envolvimento da dopamina 

na reprodução, em peixes teleósteos foi visto que a expressão de D2R parece estar 

relacionada ao papel inibitório da dopamina ao longo do ciclo reprodutivo (202), bem 

como a dopamina foi considerada a principal substância inibitória para reprodução (203). 

Sob esse aspecto, Dufour & cols. (203) demonstram que o GnRH e dopamina formam 

um controle neuroendócrino dual da reprodução, na medida em que o GnRH e 

dopamina estimulam e inibem os gonadotrofos, respectivamente, a fim de manter a 

homeostase das funções reprodutivas.   

Para além dos estudos supracitados nas espécies mencionadas, já foi visto que a 

dopamina ou a atividade do sistema dopaminérgico apresentaram efeito inibitório sobre 

a secreção de LH in vitro (204), em ratas (205-208) e em mulheres (209-211). E, de 

maneira inversa, estudos in vivo demonstraram efeito estimulatório de antagonistas de 

receptores dopaminérgicos sobre a secreção de LH, sobretudo o D2R,  em modelos 

animais (70-72) e em humanos (73). Entretanto, existem algumas controvérsias acerca 

da participação da dopamina nesse mecanismo, tanto in vitro, como in vivo. A esse 

respeito, também foi observada: indução de liberação de GnRH pela dopamina in vitro 

(212-214); ausência de efeito do agonista dopaminérgico bromocriptina sobre secreção 

de GnRH in vitro (212) e sobre a secreção de  LH  in vitro (215) e em mulheres (210); 

bem como um efeito estimulatório da PRL sobre a liberação de LH, em concentrações 

hiperprolactinêmicas in vitro (216). Somadas, essas evidencias reforçam a necessidade 

de maiores investigações acerca do envolvimento da dopamina e neurônios 

dopaminérgicos na regulação da secreção de GnRH/LH.  

Diante do exposto, nós aventamos que a dopamina liberada pelos neurônios TIDA 

na ME possa estar envolvida na inibição da secreção de LH durante estados de 

hiperprolactinemia, e embasamos nossa hipótese em quatro evidências científicas, das 
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quais duas são importantes achados da última década. Primeiramente, devido a um 

consolidado conceito de que durante uma hiperprolactinemia primária observa-se 

liberação de dopamina, em associação ao fato de que os neurônios TIDA liberam a 

dopamina responsável pelo mecanismo de retroalimentação negativa do controle da 

secreção PRL (175, 176). Em segundo, porque os neurônios GnRH não apresentam 

receptores para PRL de maneira significativa (93, 110), o que torna necessário uma via 

transináptica que justifique o efeito inibitório da PRL nesses neurônios. Em terceiro, 

devido a dados de um estudo realizado em camundongos machos e fêmeas, no qual a 

dopamina mostrou-se como um potente inibidor direto da excitabilidade dos neurônios 

GnRH (74). E, por fim, devido à possibilidade dos dendrons de GnRH receberem inputs 

sinápticos na região da ME (75). Assim, fundamentado nessas evidências de interação 

entre os neurônios GnRH e TIDA e a consolidada estreita relação entre a dopamina a 

PRL, parece provável uma ação direta da dopamina sobre a regulação da liberação de 

LH. Desse modo, no presente estudo, investigamos o possível papel dos neurônios 

TIDA e da dopamina tuberoinfundibular na inibição da secreção pulsátil de LH, tanto no 

mecanismo fisiológico do controle de sua secreção como em condição experimental de 

hiperprolactinemia.  

 

6. Receptores projetados exclusivamente ativados por drogas projetadas 

(DREADDs) e seu uso na quimiogenética 

Uma variedade de classes de proteínas, tais como quinases, enzimas não 

quinase, GPCRs e canais iônicos controlados por ligante foram geneticamente 

modificados para uso na quimiogenética (217). Das supracitadas, a mais amplamente 

utilizada atualmente tem sido os DREADDs, os quais são do tipo GPCR (218). Os 

DREADDs são receptores muscarínicos humanos mutados estimulatórios (hM3Dq) ou 

inibitórios (hM4Di) que perderam a capacidade de ser ativados por acetilcolina ou outros 

neurotransmissores endógenos, mas são exclusivamente ativados por um ligante 
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exógeno inerte e metabólito inativo da clozapina, a N-óxido clozapina (CNO). Quando 

ativado pelo CNO, o receptor hM3Dq ativa a cascata de sinalização da fosfolipase C, o 

que resulta em alteração de cálcio intracelular e conseguinte ativação neuronal, ou seja, 

uma versão projetada do receptor muscarínico M3. Por outro lado, após ligação da CNO 

ao receptor hM4Di ocorre hiperpolarização da membrana, conseguinte diminuição na 

sinalização do 3´5´-adenosina-monofosfato-cíclico (AMPc) e aumento da ativação dos 

canais de potássio, de modo a produzir supressão temporária da atividade neuronal 

(218, 219). Ainda sobre a atuação desse ligante sintético nos DREADDs, é sabido que 

a CNO não atravessa a barreira hemato-encefálica, e, portanto, sua atuação é mediada 

pela forma convertida, clozapina, a qual apresenta afinidade preferencial de ligação por 

DREADDs em relação a outros sítios endógenos. Assim, em práticas experimentais com 

injeção sistêmica de CNO, a clozapina convertida entra prontamente no cérebro e ocupa 

os DREADDs expressos no sistema nervoso central (220) de modo a ativá-los de 

maneira seletiva e reversível (221).  

Devido à algumas vantagens, atualmente a tecnologia quimiogenética DREADD 

é amplamente utilizada com o intuito de manipular a atividade neuronal em animais que 

se movem livremente (222). Enquanto modelos de lesões químicas ou elétricas 

alcançam perda de função permanente, a tecnologia DREADD permite intervenções 

neuronais transitórias e repetíveis mediante a aplicação dos ligantes (223). Assim, após 

introdução no tecido neural por meio de estratégias de transferência de genes,  esses 

receptores irão permitir a manipulação dos sistemas cerebrais como um “controle 

remoto” da atividade neural (219). Quando comparado à outras tecnologias inovadoras 

de objetivo comum como optogenética, os DREADDs oferecem duas vantagens 

adicionais: a primeira é o fato de não utilizar um método invasivo durante sua utilização, 

e a segunda, a maneira mais natural com a qual atua sobre a atividade cerebral, muito 

embora não tenha a precisão temporal da optogenética (223). Acerca do uso de 

diferentes doses e sua relação com a resposta neural observada em procedimentos com 

DREADDs em ratos, Vazey & Aston-Jones (224) demonstraram que o efeito observado 
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na taxa de disparo não sofreu variação com diferentes doses de 0.1 mg/kg ou 10 mg/kg 

de CNO. Ademais, no que diz respeito ao percentual de expressão de DREADDs após 

transfecção de vetor viral, é esperado a existência de um percentual de neurônios da 

região-alvo sem ou com baixa expressão de receptores. Sob esse aspecto, Smith & 

cols. (223) estimaram que o uso de vetores virais para introduzir receptores DREADDs 

nas células-alvo alcance um nível de penetrância em torno de dois terços da população 

neuronal, similar ao observado no estudo in vivo com camundongos (225), o qual 

demonstrou um registro de 60% de inibição de células do córtex orbitofrontal após o uso 

de CNO em um modelo com DREADD inibitório. 

Assim, nesta pesquisa induzimos a expressão de um DREADD estimulatório 

através da injeção de um vírus adeno-associado (AAV) expressando um hM3Dq cre-

dependente no ARC de ratos transgênicos TH-Cre (TH-Cre), modelo animal 

geneticamente modificado recentemente utilizado em um estudo sobre a plasticidade 

morfológica dos neurônios TIDA (226). Esses ratos expressam a enzima Cre-

recombinase sob o controle do promotor do gene para a enzima TH, o que nos permitiu 

ativar seletiva e transitoriamente os neurônios TIDA do ARC nesse modelo animal. 

 

7. A neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) 

Um dos primeiros agentes químicos identificado com efeito neurotóxico específico 

para o sistema catecolaminérgicos foi a 6-OHDA (227). Ela é considerada uma 

neurotoxina clássica utilizada no estudo da doença de Parkinson, através de modelos 

de degeneração de projeções catecolaminérgicas centrais, incluindo o sistema 

nigroestriatal, in vivo e in vitro (228, 229).  Os seus efeitos neurotóxicos foram 

incialmente descritos por Porter, Totaro e Stone (230) quando foi demonstrado uma 

eficiente e duradoura depleção noradrenérgica na inervação simpática do coração após 

seu uso. 
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A 6-OHDA é um análogo hidroxilado do neurotransmissor natural dopamina com 

toxicidade relativamente seletiva para neurônios monoaminérgicos. Assim, a 

administração da 6-OHDA em núcleos cerebrais resultam em preferencial recaptação 

por transportadores de dopamina (DAT) e noradrenalina (NAT) e culmina em destruição 

rápida e seletiva de neurônios catecolaminérgicos. Assim, quando utilizada para lesão 

de célula dopaminérgica, a neurotoxicidade é dependente de sua captação do espaço 

extracelular (pelo transportador DAT) para o interior celular, a fim de comprometer 

função celular e produzir dano neuronal (231, 232). Interessantemente, embora existam 

algumas evidências de que a 6-OHDA pode destruir terminais nervosos adrenérgicos 

após injeção sistêmica (233, 234), ela é considerada uma droga que não atravessa a 

barreira hemato-encefálica e, portanto, requer injeção estereotáxica  para ação 

intracerebral (235).  

Dentro dos neurônios, após recaptação pelos transportadores, a 6-OHDA acumula 

no citosol e promove morte celular sem características apoptóticas (236) através da 

degeneração dos terminais axônicos pelo desenvolvimento de citolisossomos 

autofágicos (237). A toxicidade relaciona-se com o estresse oxidativo, de modo que o 

mecanismo de ação de degeneração neuronal envolve a geração de peróxido de 

hidrogênio e radicais hidroxila (227).  

Devido ao grande número de estudos que utilizaram a 6-OHDA com o intuito de 

induzir modelos de doença de Parkinson, é conhecido o tempo de ação necessário após 

injeção no trato nigroestriatal. Nesses casos, os neurônios começam a sofrer 

degeneração após 24 horas, seguido de depleção dopaminérgica dois a três dias depois 

(238). Entretanto, a magnitude da lesão é dependente do conteúdo de 6-OHDA injetado, 

do sítio de injeção, bem como de diferenças inerentes à sensibilidade entre diferentes 

espécies (239). Desse modo, há também relato de injeção de 6-OHDA no sistema 

nigroestriatal que produziu lenta degeneração retrógrada por um período de semanas, 

com redução dopaminérgica variável entre 80-90% (240). Assim, embasado no 

mecanismo de ação da 6-OHDA supracitado, e no fato de que a 6-OHDA apresenta 
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efetiva toxicicidade para neurônios dopaminérgicos em ratos, gatos e primatas (241), 

neste estudo utilizamos injeção estereotáxica de 6-OHDA no ARC de ratas, com o intuito 

de induzir lesão seletiva de neurônios TIDA. 
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8. Objetivos 

 Investigar o envolvimento dos neurônios TIDA e da dopamina tuberoinfundibular 

na ação inibitória da PRL sobre secreção pulsátil de LH em situações fisiológicas e de 

hiperprolactinemia. 

 

8.1. Objetivos específicos  

 

I. Determinar o efeito da ativação seletiva dos neurônios TIDA sobre a pulsatilidade 

de LH em ratos TH-Cre, por meio do uso de DREADDs. 

 
II. Investigar o efeito da lesão dos neurônios TIDA com 6-OHDA sobre a pulsatilidade 

de LH e parâmetros de fertilidade em ratas Wistar.  

 
III. Investigar a atividade dopaminérgica em resposta ao tratamento agudo com PRL 

ovina (oPRL) em ratas Wistar. 

 

IV. Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores dopaminérgicos D1 e D2 na ação 

inibitória da PRL sobre a secreção pulsátil de LH em ratas Wistar. 
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1. Animais 

Para realização do experimento 1, foram utilizados ratos transgênicos TH-Cre 

machos adultos, com 3 a 4 meses de idade e peso entre 450 g a 650 g. Os ratos TH-

Cre da linhagem Long Evans expressam a enzima cre-recombinase sob o controle do 

promoter do gene para TH (242). Esses animais foram obtidos da Universidade de 

Stanford, Califórnia, EUA e criados na Unidade de Recursos Animais Taieri na 

Universidade de Otago (Dunedin, Nova Zelândia), mais precisamente no departamento 

de Anatomia (Department of Anatomy/ University of Otago). Os ratos foram mantidos 

em grupos de 2 ou 3 por caixa, com água e ração ad libitum, em um ambiente com 

condições controladas de temperatura e luz (temperatura: 22 ± 1 ºC; luzes acesas entre 

6:00 horas e 18:00 horas). Procedimentos experimentais foram aprovados pelo comitê 

de ética da Universidade de Otago (University of Otago Animal Ethics Committee). 

Para realização dos experimentos 2, 3 e 4 foram utilizadas ratas Wistar fêmeas 

provenientes do centro de bioterismo do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG 

(CEBIO/UFMG), com 2 a 3 meses de idade e peso aproximado entre 250 g e 300 g.  As 

ratas foram mantidas em grupos de 3 ou 4 animais por caixa, com água e ração ad 

libitum em um ambiente controlado (temperatura: 22 ± 2 ºC; luzes acesas entre 7:00 

horas e 19:00 horas). Todos os procedimentos experimentais realizados no Brasil 

(experimentos 2, 3 e 4) estiveram de acordo com os princípios éticos da experimentação 

animal e foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da UFMG 

(CEUA/UFMG; protocolo nº 43/2016, aprovação em 21 de junho de 2016). 
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2. Desenho Experimental 

 

Experimento 1: Efeito da ativação seletiva dos neurônios TIDA por meio de DREADDs 

sobre a pulsatilidade de LH em ratos TH-Cre 

Com o intuito de investigar as ações específicas da ativação dos neurônios TIDA 

sobre a pulsatilidade de LH, induzimos a expressão cre-dependente de DREADDs nos 

neurônios TIDA de ratos TH-Cre (218), através de injeção bilateral com 1 μL de AAV 

(2.6 x1013 GC/mL) no ARC. O vetor viral codificava a sequência de expressão para um 

receptor muscarínico estimulatório modificado “hm3Dq” acoplado a uma proteína 

fluorescente “mCherry” (AAV2-hSyn-DIO-hM3D(Gq)-mCherry) (217). A detecção da 

proteína mCherry possibilitou a visualização dos neurônios que efetivamente 

expressaram DREADDs em neurônios TH do ARC. Após três semanas da transfecção 

viral, os animais receberam CNO (3 mg/kg) por via intraperitoneal (ip) para ativar os 

DREADDs expressos nos neurônios TIDA, em três etapas distintas. Na etapa 1 (21 dias 

após a transfecção viral), os ratos foram injetados com CNO ou veículo (Veh) às 9:00 h. 

Após 30 minutos (min), um volume de 10 μL de sangue foi coletado a cada seis min 

durante 2 h, para posteriores dosagens de LH e PRL por ELISA. Após 10 dias, realizou-

se a etapa 2, na qual o experimento foi repetido, porém os ratos que tinham recebido 

CNO na etapa 1 receberam Veh na etapa 2, e vice-versa. Na terceira etapa, 8 dias após 

a segunda etapa, metade dos animais receberam Veh e a outra metade CNO e após 60 

min, os cérebros foram fixados por perfusão transcardíaca para avaliar dupla marcação 

por imunofluorescência para TH e mCherry no ARC e dupla marcação por 

imunoperoxidase para mCherry e c-Fos. Ao final, obtivemos um n experimental de 4 

ratos. Os procedimentos descritos podem ser visualizados em formato de esquema, na 

figura 3 a seguir.   
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Figura 3: Representação esquemática referente ao protocolo do experimento 1.  

 

Experimento 2: Efeito da lesão dos neurônios TIDA com 6-OHDA sobre a secreção 

pulsátil de LH e função ovariana em ratas 

Com o objetivo de investigar um papel fisiológico dos neurônios TIDA sobre o 

controle da secreção pulsátil de LH em ratas, neste experimento realizamos ablação 

seletiva desses neurônios com a neurotoxina 6-OHDA. Para tanto, ratas com, no 

mínimo, 5 ciclos regulares consecutivos foram submetidas à estereotaxia e receberam 

4 microinjeções de 6-OHDA (16 μg/μL; grupo 6-OHDA, n = 6) ou Veh (grupo Veh, n = 

6) no ARC. Quarenta e dois dias após a cirurgia estereotáxica, na fase de diestro do 

ciclo estral, realizou-se coleta seriada de sangue pela cauda, 10 μL de sangue a cada 6 

min das 9:00 h às 12:00 h, a fim de avaliarmos os parâmetros de secreção pulsátil de 

LH pelo método ELISA (do inglês enzyme-linked immunosorbent assay). No primeiro 

diestro após a coleta seriada de sangue, as ratas foram decapitadas e o plasma utilizado 

para dosagem de PRL, FSH e E2 por ELISA. Cérebros e ovários foram dissecados e 

fixados por imersão a fim de avaliar, por imunohistoquímica, a expressão de TH e 

kisspeptina no ARC. Devido à formação de um corpo lúteo ser indicativo de ovulação 

(243, 244), realizou-se histologia dos ovários para contagem de folículos atrésicos e de 

corpos lúteos, a fim de proceder análise como um parâmetro de fertilidade embasado 

na função ovariana. Esfregaço vaginal foi realizado antes e após cirurgia estereotáxica 
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para avaliação do ciclo estral. Os procedimentos descritos podem ser visualizados em 

formato de esquema, na figura 4 a seguir.   

 

 

Figura 4: Representação esquemática referente ao protocolo do experimento 2.  

 

Experimento 3: Efeito agudo da PRL sobre a atividade de neurônios dopaminérgicos e 

secreção de LH e PRL em ratas 

Neste experimento avaliamos em quais regiões cerebrais a administração aguda 

de oPRL seria capaz de promover uma rápida ativação dopaminérgica e se esse efeito 

estaria correlacionado a alterações nas secreções de PRL e LH. Para tanto, ratas Wistar 

foram submetidas à cirurgia de implante de cânula guia no ventrículo lateral direito e à 

ovariectomia. Doze dias após a cirurgia, as ratas ovariectomizadas (OVX) receberam 

tratamento com 17β-E2 subcutâneo (sc) (OVX+E2; 4 μg/kg/dia) durante 3 dias 

consecutivos (35). Usamos o modelo OVX+E2 porque potencializa o efeito inibitório da 

PRL sobre a secreção pulsátil de LH, como demonstrado no artigo de Silva & cols. 

supracitado. No dia seguinte ao término do tratamento com E2, parte das ratas 

receberam injeção icv de oPRL (0.5 μg/injeção, grupo oPRL, n = 8) ou Veh (grupo Veh, 

n = 8) e foi decapitada após 30 min, enquanto a outra parte foi decapitada após 60 min 

da injeção de oPRL (grupo oPRL, n = 8) ou Veh (grupo Veh, n = 8). A concentração 

utilizada de oPRL foi embasada em estudo prévio (245). ME, POA, lobo 

neurointermediário da hipófise (NIL) e núcleo caudado e putâmen (CPu) foram 

microdissecados e congelados para dosagens de dopamina e do ácido 3,4-
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diidroxifenilacético (DOPAC) por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção 

eletroquímica (HPLC-ED). Os procedimentos descritos podem ser visualizados em 

formato de esquema, na figura 5 a seguir. 

 

 

Figura 5: Representação esquemática referente ao protocolo do experimento 3.  

 

Experimento 4: Envolvimento dos receptores dopaminérgicos no efeito inibitório da PRL 

sobre a secreção pulsátil de LH em ratas 

A fim de investigar a participação dos receptores dopaminérgicos D1R e D2R no 

efeito inibitório da PRL sobre a secreção pulsátil de LH, analisamos se a ação inibitória 

da PRL poderia ser prevenida por meio do bloqueio desses receptores no SNC. Para 

tanto, ratas Wistar foram submetidas à cirurgia de implante de cânula icv e à 

ovariectomia. Doze dias após a cirurgia, as ratas OVX foram tratadas com 17β-E2 (4 

μg/kg/dia, sc), durante três dias consecutivos. No dia seguinte, um volume de 10 μL de 

sangue foi coletado cada 5 min das 9:00 h às 12:00 h, por meio de um pequeno corte 

na extremidade distal da cauda, a fim de dosar LH por ELISA. Trinta min antes do início 

da coleta de sangue, as ratas receberam injeções sc de oPRL (6 mg/kg) ou Veh. Quinze 

min antes da administração de oPRL ou Veh, os animais receberam injeção icv de 

sulpirida (antagonista D2R), SCH-23390 (antagonista D1R), ou Veh. Assim, com o 

delineamento experimental descrito, formaram-se 6 grupos experimentais de acordo 

com as drogas que as ratas receberam pelas vias sc e icv: 1) Veh (n = 10); 2) Sulpirida 

(n = 10); 3) SCH-23390 (n = 7); 4) oPRL (n = 10); 5) oPRL+Sulpirida (n = 10); 6) 
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oPRL+SCH-23390 (n = 7). Dez dias após a coleta seriada de sangue da etapa 1, foi 

realizada a etapa 2, na qual o experimento foi repetido, porém os animais que 

receberam uma combinação de drogas (icv e sc) na primeira etapa, receberam então a 

combinação oposta na etapa 2, e vice-versa, de modo a formar um pareamento entre 

grupos. O pareamento foi realizado dentro das 3 categorias de grupos experimentais 

(Veh, Sulpirida e SCH-23390) com e sem oPRL (pareamento 1: Veh e oPRL; 

pareamento 2: Sulpirida e oPRL+Sulpirida; pareamento 3: SCH-23390 e oPRL+SCH-

23390).  

 

Figura 6: Representação esquemática referente ao protocolo do experimento 4. 

 

3. Drogas e anestésicos utilizados nos procedimentos cirúrgicos  

A anestesia para cirurgia estereotáxica com fins de injeção de AAV, no 

experimento 1, foi realizada com o anestésico isofluorano (taxa de indução: 5%, fluxo 

de O2 a 1 L/min; taxa de manutenção: 3%, fluxo de O2 a 0.6 L/min). Cada injeção bilateral 

de vírus estimulatório (2.6 x1013 GC/ml, intra-ARC, AAV2-hSyn-DIO-hM3D(Gq)-

mCherry, Addgene, 44361) continha 1 μL. Após as cirurgias, os animais receberam 

tratamento profilático com o anti-inflamatório não esteroidal carprofeno (5 mg/kg; sc). 

Os animais receberam CNO (3 mg/kg, ip, Advanced Molecular Technologies, AMTA056-

CO16) em 3 etapas ou Veh (SF 0.9%, DMSO 1%). Antes das perfusões, utilizou-se o 

anestésico pentobarbital sódico, na dose para eutanásia recomendada pelo comitê de 
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ética local (120 mg/kg, ip). Em todos os animais dos experimentos 2, 3 e 4 foi realizada 

antibióticoprofilaxia cirúrgica (24000 UI/kg, im, pentabiótico) e administração pós-

operatória de anti-inflamatório (2.5 mg/kg, sc, flunixina meglumina). No experimento 2, 

as ratas receberam 1 μL de 6-OHDA (16 μg/μL, intra-ARC, hydroxidopamine 

hydrochloride, Sigma-Aldrich, H4381) ou de Veh (SF 0.9%, ácido ascórbico 0.1%). A 

concentração de 6-OHDA foi definida com base em um estudo prévio de Del-Bel & 

colaboradores (246).  O uso do ácido ascórbico teve o objetivo de prevenir oxidação da 

droga, conforme recomendação do fabricante. Para injeção de 6-OHDA, o anestésico 

utilizado foi o isofluorano (taxas de indução: 4%, fluxo de O2 a 2 L/min; taxa de 

manutenção: 1%, fluxo de O2 a 2 L/min). Evitou-se utilizar solução anestésica de 

cetamina e xilazina visto que o dano aos neurônios dopaminérgicos é dependente do 

anestésico utilizado, de modo que essa combinação anestésica compromete a lesão 

neuronal decorrente da droga 6-OHDA (247, 248). Para realização do experimento 3, 

utilizamos 1 μL de oPRL [0.5 μg/μL, icv; National Institute of Diabetes and Digestive and 

Kidney Diseases–National Hormone and Pituitary Program (NIDDK-NHPP); oPRL-21 

AFP 10692-C], a qual foi diluída conforme orientação do fabricante em solução de NaCl 

0.9% e NaOH 0.01 M (Veh). No experimento 4, foi administrado oPRL (6 mg/kg, sc; 

Sigma-Aldrich, L6520) em uma dose que inibe agudamente a secreção pulsátil de LH 

em ratas (35). A oPRL foi diluída conforme orientação do fabricante em solução 

composta de NaCl 0.9% e PBS 0.01M (Veh). Referente aos experimentos 3 e 4, 

ovariectomia e estereotaxia foram realizadas sob anestesia com solução de cetamina e 

xilazina (cloridrato de cetamina: 80 mg/kg e xilazina: 10mg/Kg, ip) e foi utilizado o 17β-

E2 (4 μg/kg/dia, sc; Sigma-Aldrich, E8875) diluído em óleo de milho (35). No 

experimento 4, os antagonistas dopaminérgicos para D1R (10 μg/3μL, 3 μL icv; SCH 

23390 hydrochloride, Tocris Bioscience, 0925/10) e D2R (10 μg/3μL, 3 μL icv; Sulpirida, 

Tocris Bioscience, 0895/100) foram diluídos em DMSO 10% (veículo). A dose utilizada 

foi baseada em estudo prévio da literatura (249). 
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4. Procedimentos cirúrgicos 

Ovariectomia 

Ratas dos experimentos 3 e 4 foram OVX bilateralmente sob anestesia com 

solução de cetamina/xilazina. Para tanto, realizou-se tricotomia e antissepsia da pele da 

região abdominal com solução hidroalcoólica de polivinilpirrolidona-iodo a 10% (PVP-I 

tópico). Após incisão bilateral dos flancos, foi realizado diérese do tecido subcutâneo e 

muscular por meio de divulsão, a fim de expor o tecido adiposo retroperitoneal onde se 

encontram os ovários. Tubas uterinas foram clampeadas e os ovários removidos. 

Hemostasia foi realizada com auxílio de uma pinça hemostática e, em seguida, o tecido 

adiposo retroperitoneal foi reposicionado na cavidade abdominal. Ao final, as incisões 

nos tecidos foram suturadas com fio de nylon cirúrgico. 

 

Cirurgia para implantação de cânula icv 

Esse procedimento cirúrgico foi realizado nos experimentos 3 e 4 para 

administração de drogas icv. Após anestesia com solução de cetamina/xilazina, 

tricotomia e antissepsia da calota craniana, as ratas foram então adaptadas a um 

estereotáxico para animais de pequeno porte (M-900, David Kopf Instruments; Tujunga, 

CA, EUA) e a barra de incisivos ajustada em -3,3 milímetros. Em seguida, anestésico 

local (cloridrato de lidocaína, 2%) foi injetado abaixo do periósteo, a fim de anestesiar 

localmente o sítio cirúrgico. A incisão, de extensão longitudinal, foi feita com lâmina de 

bisturi descartável, na porção superior do crânio (entre a linha dos olhos e as orelhas). 

Craniotomia foi realizada com o auxílio de uma broca odontológica, a fim de anexar uma 

cânula guia (16 mm de comprimento X 0.7mm de diâmetro) com auxílio de parafusos 

de aço inoxidável e acrílico odontológico autopolimerizável. A cânula foi fixada no 

ventrículo cerebral lateral direito, nas coordenadas previamente descritas no Atlas de 

Paxinos & Watson  (250) (ântero-posterior: 1.0 mm posterior ao bregma; médio-lateral: 

1.6 mm à direita da sutura longitudinal; dorso-ventral: 3.6 mm, abaixo da calota 
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craniana). Antes da fixação da cânula, o correto posicionamento no ventrículo lateral foi 

confirmado através do deslocamento do menisco em um manômetro de coluna líquida 

preenchido com SF 0.9%. Ao término da cirurgia, a cânula foi ocluída em toda a sua 

extensão com uma haste rígida de aço inoxidável, a fim de evitar entrada de impurezas. 

Para microinjeções de drogas icv no dia do experimento, uma agulha injetora de 22-

gauge (acoplada a um tubo de polietileno PE-10) foi inserida na cânula guia fixada no 

ventrículo lateral direito. A extensão do tubo de polietileno foi conectada a uma 

microsseringa (10 μL, Hamilton Company; Reno, NV, EUA). O volume de injeção foi 

administrado em um fluxo de 1 μL/min, com auxílio de uma bomba de infusão (modelo 

Legato 100, Kd Scientific; Holliston, MA, EUA). Para evitar refluxo do volume injetado, a 

agulha injetora permaneceu conectada à cânula guia por 1 min após o fim da injeção.  

 

Cirurgia para microinjeção de 6-OHDA no ARC  

No experimento 2, após indução anestésica com isofluorano em uma caixa de 

acrílico completamente vedada, as ratas foram transferidas para um estereotáxico ideal 

para animais de pequeno porte e a barra de incisivos foi ajustada em -3.3 mm. No 

estereotáxico, foi acoplada uma máscara confeccionada em impressora 3D, a fim de 

garantir firme ajuste à narina dos animais e evitar escape do gás inalatório durante o 

período cirúrgico. Após estabilização anestésica, confirmada com testes de 

sensibilidade na extremidade distal das patas traseiras, foi realizada tricotomia e 

antissepsia da calota craniana. Incisão cirúrgica foi feita na porção superior do crânio 

com lâmina de bisturi descartável, estendendo-se longitudinalmente da linha dos olhos 

até as orelhas. Craniotomia foi realizada com o auxílio de uma broca odontológica. Em 

seguida foram administradas 4 microinjeções de 1 μL de 6-OHDA (16 μg/μL, intra-ARC) 

ou Veh, em quatro sítios no ARC, em uma taxa de fluxo de 0.33 μl/min (total 3 min). A 

agulha foi mantida no sítio por 3 min após o término da microinjeção e antes da remoção, 

a fim de evitar refluxo e garantir a difusão da droga no sítio de interesse. Devido à 

extensão do ARC, as quatro microinjeções de 6-OHDA foram feitas 2 x 2 bilateralmente, 
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conforme descrito por Mittelman-Smith & cols. (251) (nível rostral, ântero-posterior 2.4 

mm posterior ao bregma, médio-lateral ±0.5 mm lateral ao seio venoso, dorso-ventral 

9.8 mm abaixo da dura-máter; Nível caudal, ântero-posterior  3.5 mm posterior ao 

bregma, médio-lateral ±0.5 mm lateral ao seio venoso, dorso-ventral 9.7 mm abaixo da 

dura-máter). A droga foi injetada com agulha do tipo gengival de 30-gauge, fixada 

previamente no estereotáxico. A agulha foi conectada a um tubo de polietileno (PE-10) 

com extensão até uma microsseringa (10 μL, Hamilton Company; Reno, NV, EUA) a 

qual, por sua vez, estava acoplada a uma bomba de infusão (modelo Legato 100, Kd 

Scientific; Holliston, MA, EUA).  

 

Cirurgia para Injeção estereotáxica de AAV no ARC de ratos TH-Cre 

A microinjeção de AAV intra-ARC realizada no experimento 1 seguiu protocolos e 

normas do Comitê de Ética da Nova Zelândia. A fim de precisar a localização do ARC 

nos ratos TH-Cre, primeiramente realizamos um experimento piloto com intuito de 

confirmar as coordenadas precisamente. Para tanto, utilizou-se uma agulha bilateral (25 

gauge, espaçamento de 2 mm entre duas agulhas) acoplada a uma microseringa (1 μL, 

Hamilton Company; Reno, NV, EUA), a qual seria utilizada no experimento propriamente 

dito e, então, definiu-se as coordenadas (ântero-posterior 2.8 mm posterior ao bregma, 

médio-lateral ±1.0 mm lateral ao seio venoso, dorso-ventral 0.9 mm abaixo da dura-

máter). Por se tratar de um experimento com AAV, antes do procedimento cirúrgico, 

bancada e equipamentos foram protegidos com plástico transparente, para posterior 

descarte adequado seguido de higienização criteriosa dos instrumentos, equipamentos 

e de toda área de trabalho. Após indução anestésica realizou-se tricotomia e antissepsia 

da calota craniana. Incisão na porção superior do crânio foi feita com lâmina de bisturi 

descartável, estendendo-se longitudinalmente da linha dos olhos até as orelhas. 

Craniotomia foi realizada com o auxílio de uma broca odontológica. Após inserida a 

agulha, a mesma foi mantida em repouso durante três min e, em seguida, o vírus foi 

lentamente injetado por meio da movimentação do êmbolo da seringa manualmente 
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(aproximadamente 100 nL/min, tempo total de injeção 10 min). Após o término da 

microinjeção de 1 μL de AAV, a agulha foi mantida no sítio por 5 min e, por fim, removida 

lentamente (tempo de remoção 5 min).  

 

5. Coleta seriada de sangue pela extremidade distal da cauda 

Todas as avaliações de secreção pulsátil de LH e da concentração de PRL 

(experimento 1) foram realizadas através do método não invasivo de coleta seriada de 

sangue a partir da extremidade distal da cauda dos animais, conforme descrito na 

literatura em camundongos (252) e em estudos prévios do nosso laboratório com ratos 

(35, 119). Dado o conhecido efeito inibitório do estresse sobre o eixo HPG (253, 254) e 

devido à PRL ser considerada um marcador de estresse (255-257), optamos por esse 

método que viabiliza a análise da secreção pulsátil de LH sem a necessidade de colher 

considerável volume de sangue, o que o torna isento de estresse cirúrgico e 

hemodinâmico. Pelos mesmos motivos, todas as coletas de sangue para mensuração 

de LH e PRL foram precedidas de habituação dos animais com o experimentador e 

simulação do procedimento manual de coleta pela cauda (sem realização do corte), 

diariamente por pelo menos 1 mês. Esse processo de habituação permitiu aos animais 

aceitarem livre e tranquilamente o procedimento nos dias experimentais, de modo a 

evitar o estresse. 

O procedimento de coleta inicia-se com a realização de um pequeno corte na 

extremidade distal da cauda (de 1 a 2 mm). Em seguida, deposita-se uma gota de 

sangue em placa de Petri e, com auxílio de um pipetador automático, aspira-se 10 µL 

de volume de sangue, o qual é imediatamente diluído em tampão fosfato-salina (PBS 

0.01M) acrescido de Tween-20 a 0.05% (PBS-T, pH 7.4), e rapidamente congelado a -

20 °C.  Na Nova Zelândia, a coleta seriada de sangue foi embasada no mesmo princípio, 

entretanto, realizou-se incisão na veia lateral da região distal da cauda, uma vez que o 

comitê de ética local vigente não aprovou o corte da extremidade distal da cauda em 
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ratos. O tempo total de coleta foi de 3 horas nos experimentos 2 e 4, e de 2 horas no 

experimento realizado na Nova Zelândia (experimento 1). O intervalo entre as coletas 

foi de 6 min nos experimentos 1 e 2, e a cada 5 min no experimento 4. Nas coletas de 

sangue do experimento 1, o tempo “0” nos gráficos de LH ou PRL se referem ao início 

da coleta seriada, o qual ocorreu 30 min após injeção de Veh ou CNO. No experimento 

4, o tempo “0” nos gráficos de LH se refere ao início da coleta seriada, 30 min após 

injeção de Veh ou oPRL.  

 

6. ELISA para PRL, LH e FSH   

Para dosagens dos hormônios LH e PRL em sangue total, bem como para 

dosagens de PRL e FSH em plasma (referente ao experimento 2) foi realizado o método  

ELISA conforme descrito na literatura em camundongos (252) e em estudos prévios do 

nosso laboratório com ratos (35, 119). A dosagem de FSH foi recentemente padronizada 

em nosso laboratório, seguindo protocolo semelhante de ELISA. Incialmente, em uma 

placa de 96 poços (microplaca 9018, Corning; St. Louis, MI, EUA) foi pré-adsorvido 50 

μL de anticorpo de captura em PBS 0.01 M e incubado overnight a 4 ºC (para PRL, 

guinea pig anti-rat PRL, AFP65191, NIDDK-NHPP, 1:1.500; para LH, anti-bovine LHβ 

monoclonal, 518B7, UC Davis, 1:2.500; para FSH, guinea-pig anti FSH-β, 

AFP28122491, NIDDK- NHPP, 1:1.500). Após incubação, o conteúdo dos poços foi 

vertido e, a fim de minimizar ligações inespecíficas do anticorpo de captura, os poços 

foram incubados com 200 μL de tampão de bloqueio (leite em pó 5% em PBS-T) por um 

período de 120 min. Em seguida, os poços foram lavados 5 vezes a cada 3 min com 

PBS-T. As placas foram então incubadas com 50 μL de amostras e curva padrão de LH, 

PRL ou FSH. As respectivas curvas padrões foram feitas a partir de diluições seriadas 

de cada padrão. Referente ao LH, utilizou-se o padrão de LH de rato (RP-3, AFP718B, 

NIDDK-NHPP), com o primeiro ponto da curva em 5 ng/mL e último em 0.010 ng/mL. 

Referente à PRL, utilizou-se o padrão de PRL de rato (RP-3, AFP4459B, NIDDK-NHPP) 
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com concentração do primeiro ponto em 15 ng/mL e do último em 0.030 ng/mL. 

Referente ao FSH utilizou-se o padrão de FSH de camundongo (RP, AFP5308D, 

NIDDK-NHPP) com concentração do primeiro ponto em 10 ng/mL e do último em 0.020 

ng/mL. Em todos os ensaios, um pool de amostra criado no laboratório foi utilizado como 

controle de qualidade. Após 24 h de incubação em temperatura ambiente, os poços 

foram então incubados com 50 μL dos anticorpos de detecção diluídos em tampão de 

bloqueio por 24 h a 4 ºC (para PRL, rabbit anti-rat prolactin antiserum, NIDDK-Anti-rPRL-

S-9, AFP131581570, 1:70.000; para LH, rabbit anti-rat LH, AFP240580Rb, NIDDK-

NHPP, 1:40.000; para FSH, rabbit anti-rat FSHβ, AFPHFSH6, NIDDK-NHPP, 1:5.000). 

Após nova lavagem, as placas foram incubadas com 50 μL do anticorpo secundário 

(horseradish peroxidase conjugated goat anti-rabbit IgG, P044801-2, Dako Pathology 

Solutions, 1:2.000) diluído em 50% PBS-T e 50% de tampão de bloqueio durante 90 

min. As placas foram lavadas e incubadas com 100 μL de solução de orto-fenileno-

diamina (OPD; o-Phenylenediamine, Sigma-Aldrich, P1526/Ref. 615-28-1) na 

concentração de 2 mg/mL diluído em tampão citrato (0.02% de peróxido de hidrogênio, 

pH: 5.0) durante 45 min. A reação foi interrompida pela adição de 50 μL de ácido 

clorídrico (3 mol/L). A leitura óptica foi realizada com leitor de ELISA (Epoch Microplate 

Spectrophotometer, Biotek Instruments, EUA), em comprimento de onda de 490 nm. O 

comprimento de 650 nm foi utilizado para correção do background. As concentrações 

de hormônios nas amostras foram definidas a partir da interpolação dos valores de 

densidade óptica obtidos das respectivas curvas de calibração por regressão não linear. 

Para o LH, os coeficientes de variação intra e inter-ensaio foram de 6.7% e 10%, 

respectivamente. Para a PRL os coeficientes de variação intra e inter-ensaio foram 7.1% 

e 10%, respectivamente. Para o FSH o coeficiente de variação intra-ensaio foi de 6.6%, 

o coeficiente de variação inter-ensaio não foi calculado uma vez que foi realizado 

apenas um ensaio até o momento.   
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7. ELISA para E2 

Para a dosagem das concentrações plasmáticas de E2 foi utilizado plasma 

proveniente de sangue do tronco após decapitação. Para tanto, utilizou-se um kit 

comercial de ELISA para E2 (EIA-2693, DRG Internacional, Alemanha) de acordo com 

as instruções recomendadas pelo fabricante. A eficácia deste kit foi validada no 

laboratório utilizando-se amostras de concentrações baixas (ratas em diestro e OVX) e 

altas (ratas em proestro e OVX+E2) de E2 plasmático (35).  Vinte e cinco µL de solução 

padrão ou de amostras foram pipetados na placa de 96 poços. Em seguida, adicionou-

se 200 µL do hormônio conjugado à enzima horseradish peroxidase para incubação em 

temperatura ambiente, durante 2 horas. Em seguida, foram adicionados 100 µL de 

solução com substrato tetrametilbenzidina. A leitura da placa foi realizada em leitor de 

ELISA (Epoch Microplate Spectrophotometer, Biotek Instruments, EUA) em 450 nm de 

comprimento de onda. 

 

8. Histologia ovariana 

Os ovários de ratas em diestro foram dissecados e fixados em PFA 4% durante 

24 horas. Em seguida, os tecidos foram desidratados gradativamente em álcoois nas 

concentrações de 50% (30 min), 70% (1 hora), 80% (1 hora), 90%(1 hora), 100% (1 

hora), 100% (overnight). Após a desidratação, os ovários foram diafanizados em 3 

banhos de xilol, cada um de 30 min. Após o processo de diafanização, os ovários 

passaram por 3 banhos de parafina entre 59-62 ºC (30 min por banho), a fim de ocorrer 

a impregnação da parafina, e, por fim, foram incluídos em parafina. Um ovário aleatório 

de cada animal foi seccionado por inteiro com auxílio de um micrótomo manual (Leica 

RM2125, Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Os cortes histológicos foram seccionados 

a uma espessura de 7 μm. Uma em cada dez secções foi corada com hematoxilina e 

eosina e analisada ao microscópio óptico com câmera acoplada (Axiovision 3.1, Zeiss, 

Hallbergmoos, Alemanha) nas objetivas de 20 x e 40 x. Foram quantificados corpos 
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lúteos, folículos saudáveis e folículos atrésicos em toda a área das secções (258). 

Corpos lúteos em regressão com predominância de células com citoplasma eosinófilo 

não foram incluídos na análise devido a possibilidade de terem sido originados de 

ovulações anteriores à lesão neuronal, visto que a atividade do corpo lúteo termina entre 

12 e 14 dias após a ovulação (259), porém permanece evidente no ovário por tempo 

indeterminado (260). Folículos saudáveis foram classificados em primordiais, pequenos 

(<50 µm), médios (50 - 170 µm) e grandes (>170 µm) (261).  

9.  Processamento dos cérebros para imunohistoquímica 

Referente ao experimento 1, a perfusão foi realizada através da punção da artéria 

aorta ascendente, incialmente com 50 mL de PBS 0.01 M (heparinizado: 5 UI/mL), 

seguido de 300 mL de PFA 4% diluído em tampão fosfato (PB) 0.1 M (pH 7.4) durante 

30 min, a fim de fixar os cérebros. Após a perfusão transcardíaca, os cérebros foram 

removidos e imersos em PFA 4% por duas horas. Em seguida, imersos em solução de 

sacarose 30%. Referente ao experimento 2, como os animais foram decapitados, a 

fixação com PFA foi feita pelo método de imersão. Para tanto, foi realizado um 

experimento piloto a fim de determinar o tempo necessário para a ideal fixação do tecido 

cerebral. Assim, os cérebros do experimento 2 foram fixados por imersão em PFA 4% 

durante 48 horas e, em seguida, imersos em solução de sacarose 30%. Após a etapa 

de fixação dos tecidos, o protocolo manteve-se igual para todos os experimentos em 

que se realizou imunohistoquímica, experimentos 1 e 2.  Dessa forma, os cérebros 

foram congelados em isopentano a - 40 °C e armazenados a - 80 °C até o momento da 

obtenção dos cortes. Quatro seções coronais de 40 μm da extensão rostrocaudal do 

ARC foram obtidas em um criostato, de acordo com o atlas de Paxinos & Watson (250). 

Após seccionados, os tecidos foram armazenados em solução crioprotetora a -20 °C 

(262) para posteriores análises por imunohistoquímica. 
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10. Imunohistoquímica 

Todas as imunohistoquímicas realizadas neste estudo foram executadas pelo 

método de free-floating. 

 

Marcação pelo método da peroxidase 

As marcações simples para TH e kisspeptina (referentes ao experimento 2) foram 

realizadas pelo método de marcação com peroxidase, conforme previamente descrito 

em Araujo-Lopes & cols. (115). As secções passaram por lavagens em PBS 0.01 M em 

todos os passos do processo. Em todo procedimento, os anticorpos primários e 

secundários foram diluídos em solução de Triton X-100 0.3% e albumina bovina (BSA) 

1% em PBS 0.01 M. Inicialmente, as secções foram removidas da solução crioprotetora 

e lavadas 10 vezes, durante 6 min, com PBS 0.01 M. Em seguida, incubadas com glicina 

0.1 M por 10 min, e com solução de peróxido de hidrogênio 1% por 30 min, para depois 

serem incubadas em solução de TX-100 a 0.4% e BSA 3% durante 1 hora. Após essa 

etapa inicial de preparação das seções, os tecidos foram incubados com os anticorpos 

primários (mouse anti-TH, T1299, Sigma-Aldrich, 1:70.000) ou  (rabbit anti-mouse 

kisspeptina-10, A.C. 564, 1: 5.000) durante 48 horas, em uma temperatura de 4 °C. Em 

seguida, as secções foram incubadas com anticorpos secundários para as marcações 

de TH (biotinylated anti-mouse IgG, BA2000, Vector Laboratories, 1:2.000) e kisspeptina 

(biotinylated anti-rabbit IgG, BA1100, Vector Laboratories, 1:2.000), respectivamente, 

durante 2 horas. Na etapa seguinte, as seções foram incubadas em complexo avidina 

DH-peroxidase biotinilada (ABC Elite, Vector Laboratories) na diluição de 1:300 durante 

1 hora. A marcação foi revelada com solução composta de 3,3 diaminobenzidina 

tetrahidrocloreto DAB (0.2 mg/mL, Sigma-Aldrich), sulfato de níquel (Ni, 25 mg/mL) e 

30% peróxido de hidrogênio (em tampão Tris-HCl 0.05 M; pH 7.6). As secções foram 

montadas em lâminas gelatinizadas, desidratadas e as lamínulas fixadas com Entellan 
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(Merck). Imagens das secções foram obtidas em microscópio óptico a partir de 

referências anatômicas do atlas de Paxinos e Watson (250). 

A dupla marcação para mCherry e c-Fos (experimento 1) foi realizada conforme 

descrito em Yip & cols. (263), excluindo-se a etapa de recuperação antigênica 

necessária para marcação de STAT5 referente ao artigo citado. As secções 

armazenadas em solução crioprotetora foram lavadas três vezes com solução salina 

tamponada com Tris (TBS; Tris 0.05 M, NaCl 0.15 M, pH 7.6). Em seguida, os tecidos 

foram incubados em solução de peróxido de hidrogênio acrescida de metanol (0.1% 

H2O2; 40% metanol em TBS) durante 10 min, a fim de bloquear as peroxidases 

endógenas. Após lavagem com TBS, as seções foram então incubadas com o anticorpo 

primário (rabbit polyclonal anti-c-Fos, AB190289, Abcam, 1:10.000) diluído em solução 

TBS (0.03% Triton-X, 0.25% BSA, 2% soro de cabra), durante 48 horas a uma 

temperatura de 4 °C. No passo seguinte, os tecidos foram novamente lavados e 

incubados com o anticorpo secundário (biotinylated goat anti-rabbit IgG, B2770, 

Invitrogen, 1:500) durante 90 min. Realizou-se então uma incubação em complexo 

avidina DH-peroxidase biotinilada (ABC Elite, Vector Laboratories, 1:300) por 1 hora. A 

marcação para c-Fos foi então revelada com solução composta de DAB (0.2 mg/mL, 

Sigma-Aldrich), sulfato de níquel (Ni, 25 mg/mL) e solução 30% de peróxido de 

hidrogênio (diluído em tampão Tris-HCl 0.05 M, pH 7.6). A marcação das seções para 

mCherry foi alcançada repetindo-se a etapa de bloqueio de peroxidases endógenas 

seguida de incubação com anticorpo primário (polyclonal rabbit anti-mCherry, 

AB167453, Abcam, 1:10.000) durante 48 horas e secundário (goat anti-rabbit IgG, PI-

1000, Vector Laboratories, 1:2.000) por duas horas. No passo seguinte, realizou-se uma 

segunda incubação em complexo avidina DH-peroxidase biotinilada. Em seguida, a 

marcação para mCherry foi revelada com a mesma solução de DAB supracitada, porém 

sem acréscimo de sulfato de níquel. Os cortes foram montados em lâminas 

gelatinizadas e as lamínulas foram fixadas com DPX (Sigma-Aldrich). Imagens das 
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secções foram obtidas em microscópio óptico a partir de referências anatômicas do atlas 

de Paxinos & Watson (250).  

 

Marcação por imunofluorescência  

 As duplas-marcações por imunofluorescência para de TH e mCherry no 

ARC foram realizadas embasadas em Yip & cols. (264). Inicialmente as seções foram 

lavadas (3 vezes a cada 10 min) em TBS e incubadas com soro de cabra (5%), por 1 

hora. Em seguida, os tecidos foram incubados com os anticorpos primários (monoclonal 

mouse anti-TH, MAB318, Sigma-Aldrich, 1:5.000 e rabbit anti-mCherry, AB167453, 

Abcam, 1:10.000) em solução de Tris 0.05M, NaCl 0.15 M, 0.3% de Triton X-100, 0.25% 

de albumina bovina- BSA, 2% de soro de cabra, pH 7.6, durante 48 horas à 4°C, sob 

agitação. Omissão do anticorpo primário em uma seção teste foi utilizada como controle 

negativo. Todas as secções foram então lavadas em TBS e incubadas durante duas 

horas em temperatura ambiente com os anticorpos secundários (polyclonal Alexa green 

488 goat anti-mouse IgG, A11029, TermoFisher, 1:500; e polyclonal Alexa Red 568 goat 

anti- rabbit IgG, A11036, ThermoFisher, 1:500). Omissão do anticorpo primário resultou 

em imunofluorescência não detectável. Ao final, as secções foram lavadas e montadas 

em lâminas gelatinizadas. Lamínulas foram fixadas com Fluoromount G (Southern 

Biotech). As lâminas foram analisadas em microscópio Confocal Nikon 1 R.  

 

11. HPLC-ED 

O processo iniciou com a homogeinização das microdissecções da ME, POA, NIL 

e CPu as quais estavam armazenadas a -80ºC (referentes ao experimento 3). Com 

sonicador as amostras foram homogeinizadas em ácido perclórico 0.15 M, acrescido de 

0.1 mM de EDTA e 57 nM de 3.4-diidroxibenzilamina-DHBA (Sigma-Aldrich, Milwaukee, 

WI), utilizado como padrão interno. Em seguida, procedeu-se centrifugação a 12.000 

rpm por 20 min a 4 ºC. O pellet foi direcionado à dosagem proteica por Bradfford e o 
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sobrenadante removido para avaliação das concentrações de dopamina e DOPAC, 

como previamente descrito (119, 265). A fase móvel do sistema foi constituída de 

NaH2PO4 100 mM, NaCl 10 mM, EDTA 0.1 mM, ácido octanesulfônico de sódio 0.38 

mM, em água MiliQ e metanol 10%; pH 3.5 ajustado com H3PO4. O fluxo da bomba do 

HPLC foi ajustado em 1.0 mL/min e o potencial do detector eletroquímico a +0,4 V 

(Decade II, VT-03 eletrochemical flow cell; Antec Leyden). Com o auxílio do auto injetor 

do equipamento, 20 µL de cada amostra foram injetados no HPLC via auto injetor (SIL-

10A autosampler, Shimadzu Corporation). As catecolaminas foram separadas em 

coluna de fase reversa (Purospher Star, 5 μm, 250 x 4 mm; Merck) precedida de pré-

coluna C18 (Lichrospher 5 μm, 4 x 4 mm; Merck). O forno foi mantido a uma temperatura 

constante de 40 ºC. Para análise dos dados cromatográficos foi utilizado o software 

Class-VP (Shimadzu, Kyoto, Japão). As concentrações de dopamina e DOPAC foram 

determinadas por meio das curvas de calibração obtidas com o método do padrão 

interno (DHBA). Considerou-se a concentração de dopamina como a estimativa do 

estoque desse neurotransmissor nas vesículas sinápticas, enquanto que os níveis de 

DOPAC foram definidos como a estimativa da liberação de dopamina (175). A razão 

DOPAC/dopamina foi utilizada como índice do turnover dopaminérgico. A fim de evitar 

a variabilidade inter ensaio, todas as amostras analisadas no HPLC foram diluídas em 

mesma solução e dosadas em única análise. 

 

12. Análise estatística 

Nos experimentos 1, 2 e 4, a detecção dos pulsos de LH foi realizada por meio do 

algoritmo Dynpeak (266). A frequência dos pulsos foi quantificada como o número de 

pulsos por hora durante o período de coleta de sangue. A amplitude do pulso foi 

calculada como a diferença entre o maior e menor valor existente na linha ascendente 

de cada pulso detectado. Comparações entre dois grupos foram determinadas pelo 

teste t de Student. Nas análises que continham duas variáveis, as diferenças estatísticas 

entre os grupos experimentais foram determinadas por análise de variância (ANOVA) 
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de duas vias, a saber: 1) Experimento 1: CNO e tempo; 2) Experimento 3: oPRL e tempo; 

3) Experimento 4: antagonistas dopaminérgicos e oPRL. Todas as análises de variância 

foram seguidas do pós-teste Holm-Sidak. Os dados foram apresentados como a média 

± SEM.  Um p< 0.05 foi considerado estatisticamente significante. 
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Experimento 1: Efeito da ativação seletiva dos neurônios TIDA apor meio de DREADDs 

sobre a pulsatilidade do LH em ratos TH-Cre 

A figura 7 apresenta imagens representativas do ARC de ratos machos TH-Cre 

com dupla marcação imunofluorescente para TH (verde) e mCherry (vermelho) no 39º 

dia após a injeção de AAV cre-dependente (AAV2-hSyn-DIO-hM3D(Gq)-mCherry). A 

análise da dupla marcação mostrou que 66.3 ± 11.7% dos neurônios TH do ARC 

expressaram hM3Dq-mCherry. Em relação à seletividade do método, 82.8 ± 4.0% dos 

neurônios m-Cherry-ir expressaram TH (n = 4). No exemplo representativo com 

sobreposição de imagens, a cor amarelo-laranja representa a co-expressão de TH e 

mCherry (fig. 7). Esses dados confirmam a efetividade e seletividade da expressão de 

DREADD nos neurônios TIDA na região do ARC.  

Além de confirmar a transfecção de DREADDs com a dupla marcação para TH e 

mCherry, adicionalmente, confirmamos a ativação dos neurônios TIDA pelo ligante 

sintético CNO. Para tanto, avaliamos a expressão de c-Fos nos neurônios 

imunorreativos à mCherry. A figura 8 apresenta imagens representativas de 

imunohistoquímica no ARC de ratos TH-Cre que receberam Veh e CNO. Como 

esperado, no grupo Veh (fig. 8A) observou-se um predomínio de marcação para 

mCherry sem a presença de co-expressão de c-Fos. Por outro lado, a predominância 

de expressão de c-Fos nos neurônios imunorreativos à mCherry observada no grupo 

injetado com CNO confirma a seletividade de ativação dos neurônios TIDA via 

DREADDs (fig. 8B). A comparação qualitativa de ambos os perfis pode ser observada 

através do percentual de expressão de cFos em neurônios mCherry, praticamente 

inexistente no grupo Veh em comparação à mais de 80% no grupo CNO (fig. 8C).  

Juntas, a marcação dupla por imunofluorescência para TH e mCherry associada 

à imunohistoquímica para mChery e c-Fos no ARC demonstram que a utilização da 

tecnologia dos DREADDs em ratos TH-Cre foi capaz de ativar seletivamente os 

neurônios TIDA, fidedigna e reversivelmente, de modo a validar nosso modelo. Desse 

modo, para análise dos dados de PRL e LH foram utilizados apenas os ratos que 
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contemplaram o pré-requisito de efetiva transfecção de AVV (n = 4). Adicionalmente, 

como uma medida funcional, a ativação dos neurônios TIDA com CNO resultou em 

estável supressão da secreção basal de PRL nos ratos TH-Cre (fig. 8D). É importante 

salientar que os animais que receberam CNO são os mesmos animais que receberam 

o Veh, porém em dois momentos diferentes do experimento, conforme descrito na 

metodologia. Como determinado por ANOVA de duas vias, a concentração de PRL 

manteve-se reduzida após a injeção de CNO durante os tempos de coleta seriada 0, 30, 

60, 90 e 120 min, quando comparado ao grupo Veh (*p< 0.05 e **p< 0.01). A redução 

da secreção de PRL induzida por CNO corrobora a validação do modelo de ativação de 

neurônios TIDA em nosso protocolo experimental, visto que demonstra o efeito 

esperado de menor liberação de PRL pela hipófise em decorrência da ativação dos 

neurônios TIDA e consequente maior liberação de dopamina. 

A figura 9 demonstra o efeito da ativação dos neurônios TIDA na secreção pulsátil 

do LH. Nas figuras 9A e B observa-se exemplos representativos da pulsatilidade de LH 

de dois ratos TH-Cre após 30 min do tratamento de Veh ou CNO, em dias experimentais 

diferentes. Os dados demonstram que a estimulação destes neurônios promoveu uma 

redução da amplitude dos pulsos de LH no grupo tratado com CNO (0.57 ± 0.06 vs 0.27 

± 0.01 ng/mL, **p< 0.01; fig. 9C). Entretanto, a frequência dos pulsos de LH (fig. 9D) e 

o LH médio (fig. 9E) não sofreram variação com a estimulação dos neurônios TIDA.  
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Figura 7: Expressão seletiva de DREADDs em neurônios TIDA. Ratos TH-Cre machos 
receberam injeção de vírus adeno-associado (AAV) carreando DREADDs (hm3DqmCherry) no 
núcleo arqueado do hipotálamo (ARC). Após 39 dias, foi realizada dupla marcação 
imunofluorescente para tirosina hidroxilase (TH) e mCherry em seções coronais no ARC. (A, B) 
Imagens de microscopia confocal representativas da marcação de neurônios imunorreativos à 
TH (verde) e a mCherry (vermelho). (C) Sobreposição de imagens da dupla marcação para TH 
e mCherry. Setas brancas indicam exemplos de neurônios co-expressando TH e mCherry. 3V, 
terceiro ventrículo. Escalas, (A-C) 200 µm e (I-III) 30 µm. 
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Figura 8: Ativação de neurônios TIDA com CNO reduz a secreção plasmática de PRL em 
ratos TH-Cre. Ratos TH-Cre machos receberam injeção de vírus adeno-associado (AAV) 
carreando DREADDs (hm3DqmCherry) no ARC. Após 21 dias, realizou-se uma coleta seriada 

de sangue pela cauda, a cada 6 min das 9:00 h às 11:00 h, após administração de Veh ou CNO 
(3 mg/kg, ip). Oito dias depois, os ratos receberam novamente Veh ou CNO e os cérebros foram 
fixados com PFA 4%. (A, B) Fotomicrografias representativas de dupla marcação para neurônios 
imunorreativos à mCherry (marrom) e c-Fos (preto) em seções coronais do ARC de ratos 
injetados com Veh (A) ou CNO (B). I e II apresentam as áreas delimitas em maior aumento. 
Asterisco preto indica a cicatriz do percurso da agulha. Setas brancas indicam exemplos de 
expressão simples de mCherry e setas pretas indicam co-expressão de mCherry e c-Fos. (C) 
Percentual de expressão de c-Fos em neurônios mCherry em ratos Veh (n = 2) e CNO (n = 2). 
(D) Média ± EPM das concentrações sanguíneas de PRL após injeção de Veh (n = 4) ou CNO 
(n = 4). *p < 0.05 e **p < 0.01 vs Veh, determinado por ANOVA de duas vias seguida do pós-teste 
de Holm-Sidak. 3V, terceiro ventrículo. Escalas, (A, B) 150 µm e (I e II) 20 µm. 
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Figura 9. Ativação seletiva de neurônios TIDA reduz a amplitude dos pulsos de LH. Ratos 
TH-Cre machos receberam injeção de vírus adeno-associado (AAV) carreando DREADDs 
(hm3DqmCherry) no ARC. Após 21 dias, realizou-se uma coleta seriada de sangue pela cauda 
durante 2 horas (9:00-11:00 h) a cada 6 min, após administração de Veh (n = 4) ou CNO (n = 4). 
Após 10 dez dias, o procedimento de coleta seriada de sangue foi repetido e os animais que 
foram injetados com Veh na primeira coleta, receberam CNO na segunda, e vice-versa. Pulsos 
detectados pelo algoritmo Dynpeak estão indicados com asterisco. (A e B) Dois exemplos 
representativos de secreção pulsátil de LH após injeção de Veh ou CNO em um mesmo 
animal. (C) Amplitude dos pulsos de LH, **p˂ 0.01. (D) Número de pulsos de LH por hora. (E) 
Concentração média de LH. Análise estatística determinada pelo teste t de Student. Os 
resultados foram expressos pela média ± EPM. 
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Experimento 2: Efeito da lesão dos neurônios TIDA com 6-OHDA sobre a secreção 

pulsátil de LH e função ovariana em rata  

É conhecido que a dopamina tem efeito inibitório sobre a atividade elétrica dos 

neurônios GnRH (74), e que os neurônios TIDA fazem contatos com prolongamentos 

distais de GnRH na EM (193). Neste experimento, avaliamos o impacto fisiológico da 

lesão dos neurônios TIDA sobre a pulsatilidade de LH, secreção de FSH e função 

ovariana em ratas adultas. A figura 10 apresenta a imunorreatividade à TH no ARC e 

ME e a concentração plasmática de PRL de ratas na fase diestro do ciclo estral, após 

lesão de neurônios TIDA com 6-OHDA. Fotomicrografias representativas da 

imunorreatividade para TH no ARC e ME nos grupos Veh e 6-OHDA aparecem nas 

figuras 10A e B e 10C e D, respectivamente. A marcação simples para células 

imunorreativas à TH nessas imagens demonstram a efetividade da lesão dos neurônios 

TIDA com a neurotoxina 6-OHDA (fig. 10A, B). Houve uma redução média de 

aproximadamente 50% no número de neurônios imunorreativos à TH no ARC do grupo 

6-OHDA comparado ao Veh, significativa de acordo com o teste t de Student (58.03 ± 

8.36 vs 26.02 ± 3.66 neurônios/secção, **p< 0.01, fig. 10E). Em consonância com esse 

dado, o grupo 6-OHDA demonstrou redução de fibras imunorreativas à TH na ME, 

porém uma redução menor, em torno de 20%. Essa redução pode ser observada pela 

quantificação da densidade óptica integrada expressa em % do grupo controle (100.00 

± 3.45% vs 84.81 ± 3.29%, **p< 0.01, Veh vs 6-OHDA respectivamente, fig. 10F). Apesar 

de lesão substancial dos neurônios TIDA, a redução de 20% nos terminais 

dopaminérgicos na ME não foi suficiente para alterar a concentração plasmática de PRL 

(fig. 10G). 
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Figura 10: Confirmação da efetividade da lesão de neurônios TIDA com 6-OHDA e seu efeito 
sobre a secreção de PRL. Após 45 dias da lesão de neurônios TIDA com 6-OHDA [quatro 
microinjeções de 16 μg/μl, cada, no núcleo arqueado do hipotálamo (ARC)] ou injeção de veículo 
(Veh), ratas foram decapitadas na fase diestro do ciclo estral e cérebros foram fixados com PFA 
4%, por imersão. (A e B) Marcação simples por imunohistoquímica para tirosina hidroxilase (TH) 
em seções coronais do ARC dos grupos Veh (n = 6) e 6-OHDA (n = 6). Setas pretas indicam 
neurônios TH-ir. (C e D) Marcação simples por imunohistoquímica para TH na eminência 
mediana (ME). (E) Número de neurônios TH-imunorreativos (ir)/secção no ARC, ** p < 0.01. (F) 
Densidade óptica integrada (IOD) de fibras TH-ir na ME, expresso como % do Veh (100%), **p < 
0.01. (G) Concentração plasmática de PRL, mensurada pelo método ELISA através de plasma 
proveniente de sangue do tronco. Resultados foram analisados pelo teste t de Student não pareado, 
e expressos como a média ± EPM. 3V, terceiro ventrículo. Escala, 100 µm. 
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  Embasado no conceito de que a secreção de LH é comprovadamente estimulada 

pela kisspeptina (174), foi investigado a expressão de kisspeptina no ARC com intuito 

de checar se os efeitos da lesão de TIDA seriam mediados por alteração da kisspeptina. 

A figura 11 mostra fotomicrografias representativas da imunorreatividade para 

kisspeptina no ARC dos grupos Veh (fig. 11A) e 6-OHDA (fig. 11B). Os resultados 

demonstram que não houve alteração do número de células imunorreativas à kisspeptina 

no ARC entre os grupos experimentais (fig. 11C). Também não houve variação na 

densidade de fibras imunorreativas à kisspeptina no ARC, representado pela 

quantificação da densidade óptica integrada expressa em % do grupo controle (fig. 11D). 

A figura 12 retrata o efeito da lesão de neurônios TIDA sobre a pulsatilidade de 

LH de ratas em diestro. Nas figuras 12 A e B, observa-se dois exemplos representativos 

da pulsatilidade de LH nos grupos Veh e 6-OHDA, respectivamente. A análise com o 

teste t de Student não pareado mostrou, de uma maneira inversa à redução de amplitude 

após estimulação seletiva dos neurônios TIDA (fig. 9), que o grupo 6-OHDA apresentou 

um aumento robusto na amplitude dos pulsos de LH, de aproximadamente 100% (0.25 

± 0.04 vs 0.53 ± 0.11 ng/mL, *p< 0.05, Veh vs 6-OHDA respectivamente, fig. 12C). 

Adicionalmente, houve aumento na média das concentrações plasmáticas de LH (0.47 

± 0.04 vs 0.70 ± 0.09 ng/mL, *p< 0.05, Veh vs 6-OHDA respectivamente, fig. 12E). 

Entretanto, não houve alteração na frequência de pulsos de LH (fig. 12D). 
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Figura 11: Expressão de kisspeptina no núcleo arqueado do hipotálamo (ARC) após lesão 

dos neurônios TIDA. Após 45 dias da lesão de neurônios TIDA com 6-OHDA (4 microinjeções 
de 16 μg/μl, cada, no ARC) ou injeção de veículo (Veh), ratas foram decapitadas na fase diestro do 
ciclo estral e cérebros fixados com PFA 4%, por imersão. (A e B) Imagens representativas da 
marcação simples por imunohistoquímica para kisspeptina (Kp) em seções coronais do ARC dos 
grupos Veh (A) e 6-OHDA (B). (C) Número de neurônios Kp-ir/secção no ARC dos grupos Veh 
(n = 6) e 6-OHDA (n = 6). Setas pretas indicam exemplos de neurônios Kp-ir. (D) Quantificação 
da densidade óptica integrada (IOD) da imunorreatividade à Kp no ARC, expresso como % do 
grupo Veh (100%). Resultados foram analisados pelo teste t de Student não pareado, e expressos 
como a média ± EPM. 3V, terceiro ventrículo. Escala, 100 µm. 
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Figura 12.  Efeito da lesão de neurônios TIDA com 6-OHDA sobre a pulsatilidade de LH. Após 
42 dias da lesão de neurônios TIDA com 6-OHDA (n = 6) ou injeção de veículo (Veh; n = 6), foi 
realizada coleta de sangue pela cauda durante 3 horas, a cada 6 min (9:00 h -12:00 h), na fase 
diestro do ciclo estral. Concentração de LH foi mensurada pelo método ELISA. (A e B) Dois exemplos 
representativos da pulsatilidade de LH nos grupos Veh e 6-OHDA. Pulsos detectados pelo 
algoritmo Dynpeak estão indicados com um asterisco. (C) Amplitude dos pulsos de LH. *p < 0.05. 
(D) Número de pulsos de LH por hora (frequência de pulso). (E) Concentração média de LH. *p < 0.05. 
Análise estatística determinada pelo teste t de Student. Os resultados foram expressos como 
média ± EPM. 
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A figura 13 demonstra os números de folículos ovarianos em diferentes estágios 

de desenvolvimento, folículos atrésicos e corpos lúteos de ratas em diestro, após a lesão 

de neurônios TIDA. São apresentados exemplos representativos de seções coronais 

dos ovários referentes aos grupos Veh (fig. 13A) e 6-OHDA (fig.13B), nos quais a sigla 

CL indica presença de corpo lúteo. Conforme mostra a figura 13C, não houve diferença 

entre os grupos Veh e 6-OHDA, no que se refere ao número de folículos dos tipos 

primordial, pequeno, médio e grande. Também não foi observada diferença em relação 

ao número de folículos atrésicos entre os grupos Veh e 6-OHDA (fig. 13D). Entretanto, 

a análise histológica demonstrou que o grupo 6-OHDA apresentou duas vezes maior 

número de corpos lúteos (7.50 ± 0.99 vs 16.25 ± 3.79, *p< 0.05, fig. 13E), o que sugere 

um aumento da taxa ovulatória no grupo 6-OHDA. Em consonância com estes dados, 

também observamos aumento na concentração plasmática de E2 no grupo 6-OHDA 

(26.21 ± 3.09 vs 38.58 ± 1.16 pg/mL, **p< 0.01, fig. 13F). Por outro lado, a concentração 

de FSH não variou entre os grupos experimentais (fig. 13G). 

Apesar das alterações de aumento no número de corpos lúteos, a análise da citologia 

vaginal demonstrou que a lesão dos neurônios TIDA não alterou a regularidade do ciclo 

estral. A frequência de ocorrência das fases de diestro (Veh, 64.3 ± 4.5%; 6-OHDA, 64.0 

± 8.6%; p= 0.97) proestro (Veh, 17.6 ± 2.7%; 6-OHDA, 14.8 ± 1.7%; p= 0.40) e estro 

(Veh, 18.1 ± 1.6%; 6-OHDA, 24.5 ± 6.8%; p= 0.38) não diferiram entre os grupos 

experimentais. 
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Figura 13. Efeito da lesão dos neurônios TIDA sobre a morfologia ovariana e secreção de 
E2 e FSH. Após 45 dias da lesão de neurônios TIDA com 6-OHDA ou injeção de veículo (Veh), 
ratas foram decapitadas na fase diestro do ciclo estral (9:00h -12:00h) e os ovários processados 
para análise histológica. (A e B) Imagens representativas de histologia ovariana dos grupos Veh e 
6-OHDA, respectivamente. CL indica presença de um corpo lúteo. (C, D e E) Quantificação da 
contagem de folículos e corpos lúteo nos grupos Veh (n = 6) e 6-OHDA (n = 4). (C) Número de folículos 
primordiais, pequenos, médios e grandes. (D) Número de folículos atrésicos. (E) Número de corpos 
lúteos. *p < 0.05 (F e G) Mensuração da concentração de (F) E2 e (G) FSH nos grupos Veh (n = 6) e 
6-OHDA (n = 6). **p < 0.01. Diferenças estatísticas determinadas pelo teste t de Student. Resultados 
expressos como média ± EPM. Escala, 500 μm. 
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Experimento 3: Efeito agudo da PRL sobre a atividade de neurônios dopaminérgicos e 

secreção de LH e PRL em ratas 

Estudos prévios da literatura indicam que a PRL é capaz de ativar os neurônios 

TIDA tanto in vitro quanto in vivo. Entretanto, os estudos in vivo até o momento reportam 

apenas um efeito lento da PRL sobre a atividade dopaminérgica na ME, que requer 

algumas horas para ser observada (175, 176). Entretanto, demonstramos recentemente 

que a administração aguda de PRL é capaz de inibir rapidamente a secreção pulsátil de 

LH em camundongos e ratas (35, 116). Desta forma, de acordo com a nossa hipótese 

de os neurônios TIDA estarem envolvidos neste efeito inibitório da PRL, é necessário 

que eles sejam também ativados rapidamente pela PRL in vivo. Neste experimento, 

investigamos, em detalhes, a ação aguda da PRL sobre atividade neuroquímica dos 

terminais de neurônios TIDA na ME, bem como em outros terminais neuroendócrinos 

no NIL e terminais sinápticos clássicos na POA e CPu. Injetamos oPRL icv a fim de 

observar as respostas após 30 e 60 min. A figura 14 retrata a resposta aguda da 

atividade de neurônios dopaminérgicos neuroendócrinos e da secreção endógena de 

PRL e LH em ratas após a administração central de oPRL. O grupo oPRL apresentou 

aumento da razão DOPAC/DA após 30 e 60 min tanto na ME (30 min: 1.34 ± 0.20 vs 

2.15 ± 0.15, **p<0.01; e 60 min: 1.54 ± 0.11 vs 2.61 ± 0.28, **p<0.01; fig. 14A) quanto 

no NIL (30 min: 0.90 ± 0.08 vs 1.93 ± 0.24, **p<0.01; 60 min: 0.87 ± 0.06 vs 1.76 ± 0.38, 

*p<0.05; fig. 14D). O aumento da razão DOPAC/DA representa o incremento do turnover 

dopaminérgico em resposta à oPRL, o qual foi de 60% aos 30 min e 69% aos 60 min na 

ME, e de aproximadamente 100% no NIL em ambos os tempos. A concentração de 

dopamina foi reduzida no grupo injetado com oPRL aos 30 e 60 min na ME (30 min: 

63.48 ± 9.15 vs 32.99 ± 2.26, pg/μg proteína, **p<0.01; e 60 min: 62.78 ± 6.08 vs 32.85 

± 4.26 pg/μg proteína, **p<0.01; fig. 14B) e no NIL (30 min: 8.60 ± 0.80 vs 5.30 ± 0.60, 

p<0.05; e 60 min: 9.51 ± 0.80 vs 6.59 ± 0.97 pg/μg proteína, *p<0.05, fig. 14E), o que 

reflete a redução do estoque vesicular de dopamina. Isoladamente, as concentrações 

de DOPAC na ME e NIL não foram diferentes entre os grupos experimentais. Coerente 
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com o aumento da razão DOPAC/dopamina e, presumivelmente, a maior liberação da 

dopamina dos estoques dos terminais de neurônios TIDA, houve redução das 

concentrações plasmáticas basais de PRL nos tempos 30 e 60 min (30 min: 2.24 ± 0.31 

vs 1.05 ± 0.18 ng/mL, *p<0.05 e 60 min: 2.30 ± 0.75 vs 1.02 ± 0.25 ng/mL, *p<0.05, fig. 

14G). Adicionalmente, observou-se redução da concentração plasmática média de LH 

aos 60 min após a injeção de oPRL (1.95 ± 0.25 vs 0.99 ± 0.25 ng/mL, *p < 0.05, fig. 

14H). Não houve variação de resposta entre os tempos 30 e 60 min em nenhuma das 

análises realizadas no experimento. 

A figura 15 apresenta a atividade dos terminais dopaminérgicos na POA e CPu de 

ratas após administração central de oPRL. Nossos dados demonstram que a oPRL 

exógena não foi capaz de alterar agudamente a atividade dopaminérgica na POA e no 

CPu, visto que não houve diferença entre os grupos experimentais na razão DOPAC/DA 

(fig. 15A e D), nas concentrações de dopamina (figura 15B e E) ou nas concentrações 

de DOPAC (fig. 15C e F) dessas áreas cerebrais. Somados, os dados indicam que a 

PRL exerce rápido efeito estimulatório sobre os neurônios TIDA e demais neurônios 

dopaminérgicos neuroendócrinos. Esse efeito compreende o mecanismo de 

retroalimentação negativa para autocontrole da secreção de PRL, mas também parece 

representar uma via para supressão da secreção de LH através do aumento da 

liberação de dopamina na ME.    



77 
 

 

Figura 14: Atividade dos neurônios TIDA e secreção de PRL e LH em resposta à injeção 
aguda de PRL. Ratas ovariectomizadas tratadas com 17β-estradiol (OVX+E2) por 3 dias 
receberam injeções intracerebroventricular (icv) de prolactina ovina (oPRL). Após 30 ou 60 min 
foram decapitadas (n = 8 por grupo). Microdissecções da eminência mediana (ME) e lobo neuro-
intermediário da hipófise (NIL) foram rapidamente congeladas para dosagens de dopamina e 
metabólito por HPLC-ED. Plasma proveniente de sangue do tronco foi utilizado para dosagens 
de PRL e LH por ELISA. (A, B, C) Razão DOPAC/dopamina, concentração de dopamina e 
concentração de DOPAC na ME, (D, E, F) Razão DOPAC/dopamina, concentração de dopamina 
e concentração de DOPAC no NIL. (G) Concentração plasmática de PRL. (H) Concentração 
plasmática de LH. *p < 0.05; **p < 0.01, determinado por ANOVA de duas vias seguida do pós-
teste Holm-Sidak. Dados foram expressos pela média ± EPM. 
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Figura 15: Atividade dopaminérgica na área pré-óptica (POA) e no núcleo caudado e 
putâmen (CPu) em resposta à injeção aguda de PRL. Ratas ovariectomizadas tratadas com 
17β-estradiol (OVX+E2) por 3 dias receberam injeções intracerebroventricular (icv) de prolactina 
ovina (oPRL). Após 30 ou 60 min foram decapitadas (n = 8 por grupo). Microdissecções da POA 
e CPu foram rapidamente congeladas para dosagens de dopamina e metabólito por HPLC-ED. 
(A, B, C) Razão DOPAC/dopamina, concentração de dopamina e concentração de DOPAC na 
POA. (D, E, F) Razão DOPAC/ dopamina, concentração de dopamina e concentração de DOPAC 
no CPu. Dados foram expressos pela média ± EPM e comparados por análise de variância 
ANOVA de duas vias seguida do pós-teste Holm-Sidak.  
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Experimento 4: Envolvimento dos receptores dopaminérgicos no efeito inibitório da 

PRL sobre a secreção pulsátil de LH em ratas 

A figura 16 apresenta os efeitos do bloqueio da sinalização dopaminérgica com os 

antagonistas sulpirida e SCH-23390 sobre a inibição da secreção de LH induzida pela 

administração aguda de PRL em ratas OVX+E2 (35). Conforme esperado, quando 

comparamos os grupos Veh e oPRL, a ANOVA de duas vias detectou que a oPRL 

reduziu todos os parâmetros de pulsatilidade de LH: amplitude dos pulsos de LH (1.15 

± 0.13 vs 0.52 ± 0.04 ng/mL, *p<0.05, fig. 16G); frequência dos pulsos de LH (1.93 ± 

0.10 vs 1.43 ± 0.08 número de pulsos/hora, *p< 0.05; fig. 16H); e concentração média 

de LH (1.54 ± 0.15 vs 0.99 ± 0.04 ng/mL, *p< 0.05, fig. 16I). Ao comparar os grupos 

oPRL e Sulpirida+oPRL, observou-se que o bloqueio dos receptores D2 com sulpirida 

foi capaz de prevenir tanto o efeito inibitório da PRL sobre amplitude do pulso de LH 

(0,52 ± 0.04 vs 1.19 ± 0.16 ng/mL, **p< 0.01; fig. 16G) quanto a inibição do LH médio 

(0.99 ± 0.04 vs 1.61 ± 0.20 ng/mL, **p< 0.01, fig. 14I), enquanto não apresentou efeito 

sobre a inibição da frequência dos pulsos de LH. Por sua vez, o bloqueio do receptor 

D1 com SCH23390 preveniu o efeito inibitório da PRL sobre a amplitude do pulso de LH 

(0.52 ± 0.04 vs 1.17 ± 0.28 ng/mL, *p< 0.05, fig. 16G), mas não foi capaz de alterar a 

inibição da PRL sobre a frequência dos pulsos de LH e o LH médio. Assim, os dados 

aqui apresentados, além de corroborarem a eficácia do modelo de inibição aguda da 

pulsatilidade de LH com oPRL, demonstram que a ativação das vias de sinalização dos 

receptores dopaminérgicos, em especial do tipo D2, estão envolvidas no mecanismo 

neuroendócrino pelo qual a PRL suprime a amplitude dos pulsos de LH e o LH médio, 

mas não a frequência do gerador de pulso do GnRH.  
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Figura 16. Bloqueio dos receptores dopaminérgicos dos tipos 1 (D1R) e 2 (D2R) previne 
inibição da secreção pulsátil de LH pela PRL. Ratas ovariectomizadas tratadas com 17-β 
estradiol (OVX+E2) receberam injeção intracerebroventricular (icv) dos antagonistas sulpirida (n 
= 10) ou SCH-23390 (n = 7) ou veículo (Veh; n = 10). Após 15 min, foi realizada injeção 
subcutânea (sc) de prolactina ovina (oPRL) ou de solução salina (Veh). Trinta min após injeção 
de oPRL, amostras de sangue da cauda foram colhidas, a cada 5 min das 9:00 h as 12:00 h. Foi 
realizado pareamento do tratamento entre os animais, de modo que as ratas dos grupos Veh, Sulpirida 
e SCH-23390 receberam, de forma aleatória e em dias diferentes, tratamento com Veh e oPRL. A 
concentração de LH foi mensurada pelo método ELISA. (A, B e C) Exemplos representativos da 
secreção pulsátil de LH em ratas sem injeção de oPRL: (A) Veh, (B) Sulpirida e (C) SCH 23390. 
(D, E e F) Exemplos representativos da secreção pulsátil de LH em ratas com injeção de oPRL: 
(D) oPRL, (E) Sulpirida+oPRL e (F) SCH-23390+oPRL. Pulsos detectados pelo algoritmo 
Dynpeak estão indicados com asterisco.  (G) Amplitude dos pulsos de LH, # p˂ 0.05 vs Veh+Veh; 
**p˂ 0.01 e *p˂ 0.05 vs Veh+oPRL. (H) Número de pulsos de LH por hora, # p˂ 0.05 vs Veh+Veh. (I) 
Concentração média de LH, # p˂ 0.05 vs Veh+Veh; *p˂ 0.05 vs Veh+oPRL. Análise estatística 
determinada por ANOVA de duas vias seguida de Holm-Sidak. Os resultados foram expressos pela 
média ± EPM. 
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 A secreção pulsátil de GnRH dentro dos vasos porta-hipofisários na ME e a 

consequente liberação pulsátil de LH são reguladores chave da função reprodutiva. 

Desse modo, elucidar qualquer mecanismo ainda não compreendido, dentro desse 

contexto, além de contribuir para solução de problemas da área pode abrir portas para 

terapias inovadoras na área da reprodução e fertilidade. Assim, por meio de métodos 

experimentais complementares de estimulação e lesão dos neurônios TIDA, bem como 

do estímulo do mecanismo de retroalimentação negativa entre PRL e dopamina e do 

uso de ferramentas farmacológicas, nós demonstramos um mecanismo de supressão 

da liberação pulsátil de LH pela dopamina tuberoinfundibular, até então não revelado. 

Somados, os desenhos experimentais comtemplaram estados de ausência e presença 

de hiperprolactinemia, os quais, portanto, se aplicam a momentos de manutenção de 

homeostasia, bem como a estados de perda de homeostase. Ademais, a redução da 

amplitude dos pulsos de LH após ativação seletiva dos neurônios TIDA e o aumento 

robusto da amplitude dos pulsos e da concentração média de LH associados ao 

aumento do número de corpos lúteo, após lesão seletiva desses neurônios, 

caracterizam o envolvimento da dopamina tuberoinfundibular como parte do mecanismo 

de controle da secreção pulsátil de GnRH/LH.  

Primeiramente, utilizamos a ativação seletiva dos neurônios TIDA para investigar 

seu efeito sobre a secreção pulsátil de LH. Assim, com um protocolo agudo e pareado 

de estimulação dos neurônios TIDA, através da utilização de DREADDs, nosso 

resultado mostrou redução da amplitude dos pulsos de LH após ativação desses 

neurônios. Embora exista a preocupação dos DREADDs apresentarem efeitos na 

ausência do ligante (267), é muito bem aceita a segurança da seletividade de modelos 

animais que utilizam CNO para ativação dos DREADDs. Vale notar que Coutinho e cols. 

(268) demonstraram que a CNO não apresenta, por si só, efeitos sobre a pulsatilidade 

LH em animais controle, sem expressão de DREADDs. Também sendo reportada 

ausência de efeito da CNO sobre o pico de LH induzido por E2 (76). Além dessa 

comprovação de ausência de efeito inespecífico da CNO sobre a secreção pulsátil de 
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LH, validamos o nosso modelo com a confirmação da transfecção de DREADDs no ARC 

de ratos TH-Cre, através de imunofluorescência para TH e mCherry no ARC. Em 

seguida, certificamos a ativação dos DREADDs com a injeção de CNO por meio da co-

expressão c-Fos e mCherry. Ainda, do ponto de vista funcional, a ativação dos 

neurônios TIDA resultou em esperada inibição da liberação de PRL. Portanto, as 

validações morfológicas e funcionais em nosso modelo, associadas ao uso de CNO 

validado em estudos anteriores como uma droga sem interferência sobre a secreção de 

LH, nos permitiu determinar, objetivamente, o efeito da ativação seletiva dos neurônios 

TIDA sobre a secreção pulsátil de LH. Assim, a redução da amplitude dos pulsos de LH 

revela o envolvimento dos neurônios TIDA e da dopamina tuberoinfundibular na inibição 

da secreção de LH. 

No experimento 2, o aumento da amplitude dos pulsos e da concentração média 

de LH não foi acompanhado de aumento na concentração plasmática de PRL após a 

lesão parcial dos neurônios TIDA. A ausência de uma hiperprolactinemia pode ser 

justificada, em parte, pelo percentual intermediário de lesão alcançado, o qual esteve 

em torno de 50%. É conhecido que a 6-OHDA apresenta neurotoxicidade dependente 

da captação dopaminérgica pelo transportador DAT do espaço extracelular para o 

interior celular (232). Contudo, os neurônios TIDA apresentam um sistema de 

recaptação dopaminérgica de baixa afinidade, determinado em estudo funcionais de 

cinética de receptação in vitro (269, 270). Estes achados são consistentes com o relato 

de camundongos geneticamente modificados machos ou fêmeas apresentarem pouco 

mais de 30% de expressão de DAT em neurônios TIDA (271). Adicionalmente, embora 

os neurônios TIDA sejam virtualmente similares aos neurônios dopaminérgicos 

clássicos, e.g., nigroestriatais, em termos de aparato molecular para síntese, liberação 

e vias metabólicas, é sabido que essa população não sofre degeneração no cérebro 

com presença de doença parkinsoniana, de modo a sugerir a existência de fatores 

protetores adicionais presentes na população TIDA (272, 273). Essa característica 

neuroquímica peculiar dos neurônios TIDA condiz com a função neurosecretora dos 



84 
 

terminais hipofisiotróficos (269, 270, 274), e mostra-se coerente com apenas sutil 

redução da secreção de PRL após uso de inibidores de recaptação de dopamina, em 

um estudo com ratos (275). Desse modo, a menor capacidade de recaptação 

dopaminérgica pelos neurônios TIDA justifica o alcance parcial de lesão sobre os 

neurônios TIDA, devido a uma provável menor capacidade neurotóxica da 6-OHDA 

nesta população dopaminérgica. Entretanto, apesar da heterogeneidade de expressão 

de DAT em neurônios imunorreativos à TH no hipotálamo, consideramos o uso de 6-

OHDA viável em nosso estudo, uma vez que o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina 

(MPTP), uma droga também utilizada para lesão de neurônios dopaminérgicos, não 

apresenta eficácia para os neurônios TIDA, seja periférica ou centralmente administrada 

(276-280). Interessantemente, embora não tenha sido prevista, a ausência de 

hiperprolactinemia em nosso modelo nos possibilitou separar os eventuais efeitos 

decorrentes da hiperprolactinemia dos efeitos resultantes da redução direta da 

dopamina tuberoinfundibular pela lesão dos neurônios TIDA. Assim, a manutenção das 

concentrações plasmáticas de PRL denota que o pronunciado aumento da amplitude do 

pulsos de LH e o consequente aumento no número de corpos lúteo são resultados da 

menor liberação de dopamina tuberoinfundibular, e não de uma eventual alteração na 

secreção de PRL. Ademais, os dados indicam que as projeções dopaminérgicas para a 

ME que modulam os terminais de neurônios GnRH, seja por contato sináptico ou 

transmissão de volume, são mais sensíveis à lesão neuroquímica do que os terminais 

dopaminérgicos neuroendócrinos nesta região, destinados ao controle da secreção 

hipofisária de PRL.    

Após a lesão de neurônios TIDA observamos elevação das secreções de LH e E2 e 

aumento no número de corpos lúteos, sem aumento concomitante na secreção de FSH. 

Devido a síntese de E2 pelas células da granulosa do folículo ovariano ser estimulada 

pela ação conjunta de LH e FSH, o aumento da concentração de E2 é coerente com o 

aumento da concentração de LH. Nessa interação, o LH estimula a síntese de 

andrógenos nas células da teca dos folículos ovarianos, que por sua vez são convertidos 
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em estrógenos pela aromatase expressa nas células da granulosa, sob a influência do 

FSH (281-284).  Diferentemente dos humanos, roedores apresentam corpos lúteos com 

vida útil ultracurta e apresentam uma fase lútea efêmera, uma vez que, não havendo 

cópula, após a ovulação o corpo lúteo se torna não funcional, com produção de 

progesterona insuficiente para estimular respostas uterinas. Entretanto, embora não 

funcional, 3 ou mais gerações de corpos lúteos podem ser evidentes no ovário durante 

o ciclo estral da rata (285). Desse modo, sem desconsiderar a possibilidade de aumento 

de algum dos diversos fatores luteotróficos ou redução de fatores luteolíticos (286), não 

investigados no presente estudo, o aumento da secreção de LH,  que é um hormônio 

luteotrófico, poderia aumentar o tempo de permanência de corpos lúteos de gerações 

anteriores e justificaria o aumento do número de corpos lúteos encontrado em nosso 

estudo. Adicionalmente, o aumento no número de corpos lúteos não relacionado a 

alteração na concentração de FSH é corroborado com dados da literatura, uma vez que 

camundongos fêmeas com deficiência isolada de LH e sem alteração no FSH 

apresentam degeneração de folículos antrais e ausência de corpos lúteos (16). Por outro 

lado, muito embora o controle neuroendócrino do ciclo ovariano esteja relacionado à 

secreção pulsátil do GnRH/LH (38), o incremento substancial na amplitude dos pulsos 

de LH não foi acompanhado de alteração no ciclo estral das ratas, o que suscita 

investigações futuras. Portanto, nossos resultados indicam que o aumento da amplitude 

dos pulsos de LH, após a lesão dos neurônios TIDA de ratas ciclando, resulta em maior 

secreção de E2 e aumento da taxa ovulatória. Isso é consistente com o efeito dos pulsos 

aumentados de LH de promover o desenvolvimento de um maior número de folículos 

antrais pré-ovulatórios. Embora não avaliado no presente estudo, essas alterações 

encontradas também poderiam estar associadas a um aumento da magnitude do pico 

pré-ovulatório de LH, uma hipótese interessante que requer novos estudos para ser 

testada.    

Um desdobramento decorrente dos resultados complementares de redução e 

aumento da amplitude dos pulsos de LH após estimulação e lesão de neurônios TIDA, 
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respectivamente, ambos sem variação da frequência, é o questionamento acerca de 

qual seria o impacto dos diferentes parâmetros de pulsatilidade sobre a reprodução. 

Portanto, nossos modelos abrem novas perspectivas de investigação sobre diferentes 

parâmetros de pulsatilidade de LH e função reprodutiva. Nosso dado de aumento de 

corpos lúteos, conseguinte ao aumento de pulsatilidade de LH, sugere que a amplitude 

do pulso de LH seja importante para a função ovariana, sobretudo quanto à taxa 

ovulatória. Entretanto, novos estudos são necessários para uma avaliação detalhada 

dos efeitos ovarianos dos diferentes parâmetros da secreção pulsátil de LH.    

A manifesta evidência do envolvimento dos neurônios TIDA na pulsatilidade do 

LH, observada em nossos dados, criou a necessidade de excluirmos a ocorrência de 

eventual ativação de vias excitatórias da secreção de GnRH/LH, após a lesão dos 

neurônios TIDA. Há evidências na literatura de que os neurônios KNDy regulam a 

secreção de LH em ratos (46) e humanos (43, 44), e de que suas projeções fazem 

aposições com corpos e terminações dos neurônios TIDA (117, 287). Ainda, a 

kisspeptina aumenta a secreção de PRL através da inibição de neurônios TIDA (117, 

118), por meio de efeito indireto via receptor Kiss1r (120). Estudo recente em ovelhas 

demonstrou também que a dopamina hipotalâmica é capaz de suprimir a secreção de 

LH por meio da inibição dos neurônios KNDy, em mecanismo relacionado ao controle 

sazonal da reprodução nesta espécie (288). Entretanto, apesar da relação anatômica e 

funcional entre dopamina e kisspeptina no ARC, em nosso modelo de lesão dos 

neurônios TIDA, o aumento na pulsatilidade de LH não foi acompanhado de alteração 

na expressão de kisspeptina no ARC. Assim, é pouco provável que a kisspeptina 

hipotalâmica tenha mediado o efeito estimulatório da perda dos neurônios TIDA, o que 

reforça a sugestão de uma ação inibitória direta da dopamina sobre os neurônios GnRH. 

Por exibirem sincronização com a secreção de pulsátil de GnRH, recentemente 

os neurônios KNDy foram reconhecidos como parte componente do gerador de pulso 

de GnRH em camundongos (69). Adicionalmente, há dados na literatura que mostram 

a eficácia do tratamento com kisspeptina em restaurar ciclo estral em camundongos 
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com hiperprolactinemia (112), bem como, uma perda de supressão da secreção pulsátil 

de LH em camundongos sem expressão de PRL-R especificamente nos neurônios 

KNDY, o que reforça o envolvimento desta população kisspeptinérgica na pulsatilidade 

de LH (116). Por outro lado, embora ainda carente de elucidação, a dopamina também 

parece estar envolvida na modulação eixo HPG. Essa catecolamina foi identificada 

como potente inibidor direto da excitabilidade neuronal de neurônios GnRH (74), bem 

como já fora demonstrado que terminais TH-ir apresentam justaposição com terminais 

de GnRH na ME de ovelhas (193). Recentemente, estes terminais GnRH foram 

reconhecidos morfologicamente como possível sítio para recebimento de inputs 

sinápticos (75). Portanto, em adição ao importante papel da kisspeptina na gênese da 

secreção pulsátil de GNRH, caracterizamos funcionalmente neste trabalho uma possível 

via inibitória dopaminérgica na ME envolvida na modulação do output de GNRH, com 

reflexo na magnitude dos pulsos de LH. 

Como forma de determinar se o input de PRL seria capaz de ativar um mecanismo 

dopaminérgico durante a hiperprolactinemia, investigamos as respostas da atividade 

dopaminérgica na ME, NIL, POA e CPu frente ao tratamento icv com oPRL, 

correlacionadas com alterações nas secreções de PRL e LH. É sabido que as 

concentrações de dopamina e DOPAC em microdissecções cerebrais refletem o 

estoque e a liberação de neurotransmissores, respectivamente (117, 119, 175). Em 

estudo anterior, observamos que razão DOPAC/dopamina fornece um índice mais 

sensível de alterações rápidas da atividade dopaminérgica na ME (120). Assim, a razão 

DOPAC/dopamina indicou uma maior atividade dopaminérgica nos terminais 

neuroendócrinos na ME e NIL, o que foi coerente com a redução da concentração 

plasmática de PRL. Esses dados são corroborados pela literatura, uma vez que uma 

alteração da atividade neuronal dopaminérgica na ME é, normalmente, inversamente 

proporcional à secreção de PRL  (138). Juntos, o aumento da razão dopaminérgica e a 

conseguinte redução de PRL plasmática após o estimulo com oPRL validam o nosso 
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resultado de ativação aguda dos neurônios TIDA em uma condição de aumento de PRL 

em uma janela temporal consistente com a inibição da secreção de LH.  

Nossos dados mostraram que 30 min foi um tempo de resposta suficiente para 

oPRL ativar a resposta dopaminérgica e suprimir a concentração de PRL. Sob esse 

aspecto, estudos anteriores in vivo que avaliaram a ativação dopaminérgica pela PRL 

exógena foram realizados com metodologias distintas e demonstraram um padrão 

consideravelmente mais lento dessa resposta, quando comparados aos nossos dados 

aqui apresentados. Em um experimento com ratos machos castrados, foi relatado um 

aumento no turnover dopaminérgico dos neurônios TIDA do segundo ao sexto dia de 

exposição à oPRL (289). Em estudos prévios em ratos, o menor curso de tempo de ação 

da PRL sobre a atividade dopaminérgica, caracterizado por aumento da síntese de 

dopamina ou do turnover dopaminérgico, foi determinado como sendo de 4 horas após 

tratamento central em ratas (187) e, no caso de administração sistêmica de oPRL, foi 

entre 2 e 4 horas em ratas (290) e entre 3 e 4 horas em ratos (176). Adicionalmente, 

Demarest & cols. (187) relataram um segundo aumento da síntese de dopamina, 12 

horas após a administração icv de PRL, o que representa uma resposta de caráter ainda 

mais tardio. Em ambos os casos, as respostas observadas ainda eram muito lentas para 

justificar envolvimento na inibição da secreção de PRL e LH, que em estudo anterior 

(35) e no presente trabalho observamos iniciar entre 30 min e 1 hora após administração 

sistêmica de oPRL. Assim, de acordo com o nosso conhecimento, nossos dados 

demonstram pela primeira vez um componente rápido de resposta de ativação dos 

neurônios TIDA ao aumento agudo dos níveis de PRL central. Isso denota a velocidade 

in vivo da ativação da alça curta de retroalimentação negativa entre PRL e dopamina, 

coerente com supressão aguda das secreções de PRL e LH. 

O aumento da atividade dopaminérgica observado no NIL nos faz refletir sobre 

quanto poderíamos assegurar ser a redução da liberação de LH, observada em nosso 

modelo, oriunda dos neurônios TIDA e não das demais populações dopaminérgicas 

neuroendócrinas envolvidas na alça de retroalimentação da PRL. A esse respeito já foi 
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visto que 100% dos neurônios TIDA demonstram rápido aumento da taxa de disparo 

após tratamento com PRL, enquanto apenas 5% dos neurônios PHDA alteram sua 

atividade elétrica após administração aguda de PRL (113). Portanto, é predominante a 

ativação dos neurônios TIDA após o uso de PRL exógena. Além disso, os terminais 

dopaminérgicos no NIL secretam dopamina que pode atingir a adenohipófise via vasos 

porta curtos e, portanto, podem modular a secreção de PRL. Por outro lado, não 

possuem acesso anatômico aos terminais GnRH na ME, o que torna improvável sua 

ação sobre a liberação deste peptídeo. Assim, os neurônios TIDA parecem estar 

envolvidos no papel inibitório sobre a secreção de LH demonstrado em nossos dados, 

uma vez que os terminais no NIL, também relacionados ao controle da secreção de 

PRL, podem ser excluídos por sua localização anatômica.  

 Um outro ponto a ser discutido é acerca da localização do mecanismo proposto. 

Embora o provável envolvimento inibitório do neurônios TIDA sobre a secreção de LH 

tenha sido corroborado pelo somatório dos experimentos de estimulação e lesão neste 

estudo, é conhecido que contatos entre os terminais imunorreativos à TH ocorrem tanto 

nos corpos, quanto nos terminais de GnRH (193, 194). Assim, o envolvimento apenas 

de populações dopaminérgicas neuroendócrinas na resposta ao aumento da PRL, 

demonstrado pelo aumento da atividade dopaminérgica apenas na ME e NIL, sugere 

que a redução da secreção de LH pela dopamina em situação de hiperprolactinemia 

não deve ocorrer por ação sobre os corpos celulares de GnRH na POA, uma vez que 

não identificamos alterações da atividade de dopamina nesta área, assim como no CPu, 

região utilizada como controle negativo. Portanto, embora existam contatos 

imunorreativos de células positivas para TH com os corpos de GnRH localizados na 

POA, este não parece ser o sítio no qual a dopamina inibe a liberação pulsátil de LH em 

reposta ao aumento da PRL. De modo a corroborar nosso achado, além de ser 

conhecido que em torno de 70% dos neurônios GnRH são hipofisiotróficos (192, 291), 

um estudo recente mostrou que os neurônios GnRH utilizam compartimentos neuronais 

distintos para gerar os padrões de pico e de pulso de LH, sendo o terminal neuronal na 
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ME o sítio crucial para geração da secreção pulsátil (76). Neste sentido, nossos 

resultados sugerem que a dopamina tuberoinfundibular é a responsável pela redução 

da amplitude dos pulsos de LH em uma situação de aumento de PRL central, através 

de inibição dos terminais dos neurônios GnRH na ME.    

Utilizamos ferramentas farmacológicas para investigar o efeito dos receptores 

dopaminérgicos na supressão da pulsatilidade do LH em um modelo agudo de 

hiperprolactinemia induzido por injeção de oPRL em ratas OVX+E2 (35). Os dados 

demonstram o envolvimento dos receptores D2R e D1R na inibição da amplitude dos 

pulsos de LH pela PRL. Nosso modelo apresentou redução da frequência e amplitude 

dos pulsos de LH e do LH médio decorrente de uma alta concentração de PRL. Sob 

esse aspecto, existem dados consistentes na literatura sobre a redução da secreção de 

LH pela PRL em modelos de hiperprolactinemia aguda e crônica (35, 98, 99, 116). Vimos 

que o bloqueio da sinalização de D2R preveniu os efeitos inibitórios da PRL tanto sobre 

a amplitude dos pulsos de LH como na concentração média de LH. Contudo, apesar do 

bloqueio do efeito ter sido mediado pelo D2R em maior proporção, o bloqueio de D1R 

também se mostrou efetivo em menor grau, uma vez que seu efeito restaurou a 

amplitude dos pulsos de LH. Vale ressaltar que o efeito clássico de ação inibitória 

dopaminérgica sobre a secreção da PRL ocorre através de D2R (130, 132, 147-150, 

292), um receptor com função inibitória. Por outro lado,  o D1R apresenta ação oposta 

ao D2R (137). Assim, D1R e D2R apresentam mecanismos de ações celulares opostos, 

de forma que os mecanismos que determinam o envolvimento de ambos os receptores 

na inibição dos pulsos de LH ainda precisam ser melhor elucidados. Em consonância 

com nossos dados, um estudo investigando a excitabilidade de neurônios GnRH de 

camundongos demonstrou ação inibitória da dopamina via tanto D1R quanto D2R (74). 

De toda forma, os efeitos dos antagonistas representam ações centrais, não sendo 

secundários a alterações da secreção de PRL. 

Acerca do aumento da secreção de LH após uso de sulpirida, recentemente foi 

relatado que este antagonista de D2R aumentou a concentração plasmática de LH e 
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GnRH, bem como a expressão do receptor para GnRH no hipotálamo e na 

adenohipófise de ovelhas (293). Ademais, é conhecido que aproximadamente 50% dos 

corpos celulares dos neurônios GnRH de ovelhas apresentam D2R, os quais podem ser 

transportados e encontrados nos terminais de GnRH para ME (294). Referente aos D1R, 

são também transportados para os terminais neuronais (295), e tanto D1R quanto D2R 

são encontrados no ARC e na parte lateral da camada externa da ME de ratos (296). 

Adicionalmente, estudos farmacológicos demonstram que sob condições basais, os 

neurônios TIDA de ratos machos são tonicamente inibidos pelos D1R, de uma maneira 

indireta (297, 298). Desse modo, se o somatório dos nossos dados mostram que a 

ativação dos neurônios TIDA reduz a secreção pulsátil de LH, esse papel inibitório de 

D1R sobre atividade dopaminérgica dos neurônios TIDA poderia explicar o menor efeito 

de D1R em reverter a redução da secreção pulsátil de LH induzida pela PRL. Assim, 

podemos inferir que além de inibir a amplitude dos pulsos de LH através do D2R, a 

dopamina tuberoinfundibular também pode fazê-lo por meio de D1R. Adicionalmente, é 

importante reiterar que a ME foi também o local de aumento da atividade dopaminérgica 

em resposta à PRL. Portanto, a ME mostra-se um local factível para a ação inibitória da 

dopamina sobre as terminações dos neurônios GnRH, por meio da ativação de 

receptores dopaminérgicos D2R e D1R.    

Em relação aos mecanismos de conectividade, sabe-se que em geral a 

sinalização entre neurônios requer potenciais de ação nas células pré-sinápticas a fim 

de liberar neurotransmissor na fenda sináptica. Como ocorre classicamente, nos 

neurônios GnRH a zona de iniciação do potencial de ação localiza-se em regiões 

próximas aos corpos celulares (75, 299, 300). Enquanto a liberação de GnRH induzida 

pelo aumento farmacológico de cálcio intracelular depende da geração de potencial de 

ação, o mesmo não ocorre para a liberação de GnRH na ME induzida por kisspeptina, 

que não requer potencial de ação mas apenas influxo local de cálcio (301). Neste 

sentido, estudos prévios indicam que as projeções de neurônios GnRH localizadas nas 

bordas da ME recebem uma variedade de contatos sinápticos antes de se ramificaram 
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em terminais axonais (302). Funcionalmente, as projeções GnRH para a ME são 

capazes de controlar a secreção pulsátil GnRH de forma autônoma em relação ao corpo 

celular localizado no prosencéfalo rostral (76). Portanto, não parece provável que a 

propagação de potencial de ação até os terminais do neurônio GnRH seja requerida 

para o controle da pulsatilidade de LH, de modo a sugerir que a pulsatilidade do LH seja 

controlada majoritariamente por inputs às projeções distais desses neurônios.    

De uma maneira complementar, os resultados de estimulação e lesão de 

neurônios TIDA demonstram que a ativação desses neurônios e conseguinte liberação 

de dopamina reduz a secreção pulsátil de LH. Os dados mostram, ainda, redução da 

secreção de LH após estimulação dos neurônios TIDA em um estado de aumento de 

PRL central. Adicionalmente, diante da inibição da secreção pulsátil de LH após indução 

de um estado de hiperprolactinemia, os receptores D1R e D2R parecem envolvidos 

neste mecanismo. Assim, de acordo com os resultados aqui apresentados, a figura 17 

descreve o mecanismo proposto no qual a secreção de dopamina pelos neurônios TIDA 

na ME, estimulada pela PRL, inibe a amplitude dos pulsos de LH, sem alterar a 

frequência da pulsatilidade, muito provavelmente governada pelos neurônios KNDy no 

mecanismo gerador de pulsos de GnRH. Assim, esta ação inibitória da dopamina parece 

ocorrer sobre os terminais dos neurônios GnRH na ME durante estados de homeostasia, 

bem como em estados de hiperprolactinemia, de modo a se contrapor aos sinais 

estimulatórios para o GnRH. Neste modelo, na hiperprolactinemia, a maior ativação dos 

neurônios TIDA seria responsável por uma maior inibição dopaminérgica sobre os 

terminais GnRH.  
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Os resultados aqui apresentados fornecem evidências para um novo papel da 

dopamina tuberoinfundibular como regulador inibitório da amplitude dos pulsos de LH 

através de uma atuação nos terminais dos neurônios GnRH na ME. O mecanismo 

mostrou-se presente em condições experimentais fisiológicas e de hiperprolactinemia. 

Na hiperprolactinemia, o aumento da ativação dos neurônios TIDA e a conseguinte 

liberação de dopamina na ME revela-se como um novo mecanismo a contribuir para a 

supressão da secreção de LH e, consequentemente, o quadro de infertilidade induzido 

por hiperprolactinemia. 
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Figura 17: Mecanismo proposto para a ação inibitória da dopamina tuberoinfundibular 
sobre a secreção do LH. Neurônios GnRH e TIDA secretam GnRH e dopamina na ME, 
respectivamente. Os neurônios TIDA têm efeito inibitório sobre a amplitude dos pulsos de LH. A 
PRL ativa a secreção de dopamina pelos neurônios TIDA na ME, o que suprime a secreção 
pulsátil de LH. Esta ação inibitória da dopamina parece ocorrer sobre os terminais dos neurônios 
GnRH na ME, e não sobre os neurônios kisspeptina que compõem o gerador de pulso de GnRH. 
Este mecanismo pode ocorrer em estados de homeostasia, bem como em estados de 
hiperprolactinemia. Neste último, o aumento da concentração de PRL culmina em maior ativação 
dos neurônios TIDA e por conseguinte maior inibição dopaminérgica sobre os terminais GnRH. 
Área pré-óptica rostral (rPOA), núcleo arqueado do hipotálamo (ARC), eminência mediana (ME), 
neurônios tuberoinfundibulares dopaminérgicos (TIDA), prolactina (PRL), dopamina (DA). 
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