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RESUMO 

A kisspeptina (Kp), peptídeo pertencente à família RF-amida, é reconhecida como 

regulador chave da secreção de hormônio luteinizante (LH). A Kp também estimula a 

secreção de prolactina (PRL) via inibição dos neurônios tuberoinfundibulares 

dopaminérgicos (TIDA), que liberam dopamina (DA) na eminência mediana (EM). O 

receptor para Kp (Kiss1r), é expresso no hipotálamo de ratas mas não em neurônios 

TIDA. Por outro lado, a Kp é capaz de se ligar com alta afinidade ao receptor para 

neuropeptídio FF (NPFFR). Neste trabalho investigamos a participação de Kiss1r e 

NPFFR no efeito da Kp sobre a secreção de PRL e atividade dos neurônios TIDA em 

fêmeas. Inicialmente, avaliamos o efeito do antagonista de Kiss1r, Kp-234, 

administrado por via intracerebroventricular (i.c.v.), sobre a gênese dos picos de PRL e 

LH em ratas ovariectomizadas (OVX) tratadas com estradiol (OVX+E). A Kp-234 

atenuou a fase inicial do pico de PRL e bloqueou totalmente o pico de LH induzido por 

estradiol, indicando o envolvimento da sinalização kisspeptina-Kiss1r nestes eventos 

fisiológicos. Em experimentos subsequentes, avaliamos o efeito da Kp-234 i.c.v. sobre a 

secreção de PRL e LH induzida por Kp-10 (fragmento biologicamente ativo de Kp) 

i.c.v. em ratas OVX+E. O tratamento com Kp-234 bloqueou os aumentos tanto de PRL 

quanto de LH induzidos pela Kp-10. Entretanto, a Kp-234 não impediu o efeito da Kp-

10 de reduzir a atividade dos neurônios TIDA, determinada pela razão 3,4-

dihidroxifenilacético (DOPAC)/DA na EM. Com intuito de comprovar o efeito do 

bloqueio de Kiss1r, a secreção de PRL e a expressão de tirosina hidroxilase (TH) e 

tirosina hidroxilase fosforilada na serina 40 (S
40

pTH) na EM foram avaliadas em 

camundongos com deleção do receptor Kiss1r, cujo receptor foi reinserido apenas nos 

neurônios GnRH (Kiss1r
-/-

R). Como resultado, o aumento da secreção de PRL 

estimulado pela Kp-10 i.c.v. em fêmeas wild type (WT) não ocorreu em camundongos 
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Kiss1r
-/-

R, enquanto a razão S
40

pTH/TH não foi alterada pela Kp-10 em nenhum dos 

grupos experimentais. A participação do NPFFR no efeito da Kp-10 sobre a secreção de 

PRL foi avaliada utilizando-se o antagonista RF-9 i.c.v., o qual bloqueou a resposta da 

PRL enquanto potencializou a do LH. Diferentemente da Kp-234, entretanto, o RF-9 

impediu a ação da Kp-10 sobre a DA e a razão DOPAC/DA na EM. Adicionalmente, o 

tratamento com o peptídeo relacionado à RF-amida 3 (RFRP-3) i.c.v., agonista de 

NPFFR, reproduziu a ação da Kp-10, elevando a secreção de PRL, aumentando os 

níveis de DA e reduzindo a razão DOPAC/DA na EM. Estes resultados revelam que a 

Kp e seu receptor Kiss1r participam da gênese do pico fisiológico de PRL induzido por 

estradiol em fêmeas. Além disso, a Kp parece regular a secreção de PRL de duas formas 

distintas: inibindo a atividade dos neurônios TIDA através da ligação ao NPFFR e de 

uma forma independente da DA via ativação de Kiss1r.  

 

Palavras-chave: kisspeptina, prolactina, dopamina, estradiol, Kiss1r, NPFFR, RFRP-3 
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ABSTRACT 

Kisspeptin (Kp), a member of RF-amide family, is recognized as a key component 

controlling the luteinizing hormone (LH) secretion. Kp also induces prolactin (PRL) 

secretion through inhibition of the tuberoinfundibular dopaminergic neurons (TIDA), 

which release dopamine (DA) in the median eminence (ME). The Kp receptor (Kiss1r) 

is expressed in the rat hypothalamus but not in TIDA neurons. On the other hand, Kp is 

able to bind with high affinity to the receptor for neuropeptide FF (NPFFR). We 

investigated the roles of Kiss1r and NPFFR in the effect of Kp on PRL secretion and on 

the activity of TIDA neurons in females. Initially, we evaluated the effect of the Kiss1r 

antagonist Kp-234, administrated intracerebroventricularly (i.c.v.), on the genesis of 

PRL and LH surges in ovariectomized (OVX) rats treated with estradiol (OVX+E). The 

Kp-234 attenuated the peak phase of the PRL surge and totally prevented the LH surge 

induced by estradiol, demonstrating the involvement of the kisspeptin-Kiss1r signaling 

in these physiological events. In subsequent experiments, we evaluated the effect of 

i.c.v. Kp-234 on secretion of PRL and LH induced by i.c.v. Kp-10 (biological active 

fragment of Kp) in OVX+E rats. Kp-234 abolished the increase in PRL and LH release 

induced by Kp-10. However, Kp-234 did not prevent the Kp-10 effect in reducing the 

activity of TIDA neurons, as determined by the 3,4-dihydroxyphenylacetic acid 

(DOPAC)/DA ratio in the ME. To further confirm the role of Kiss1r, PRL secretion and 

the expression of tyrosine hydroxylase (TH) and Ser
40

-phosphorylated TH (S
40

pTH) 

were evaluated in Kiss1r knockout mice, in which Kiss1r was reinserted only in GnRH 

neurons (Kiss1r
-/-

R). As result, the PRL increase stimulated by i.c.v. Kp-10 in wild type 

(WT) females was absent in Kiss1r
-/-

R mice, while the S
40

pTH/TH ratio in the ME was 

not changed by Kp-10 in any of the experimental groups. The participation of NPFFR in 

the effect of i.c.v. Kp-10 on PRL secretion was evaluated using the i.c.v. injection of the 
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RF-9 antagonist, which inhibited the PRL response while potentiated the LH response 

to Kp-10. Nevertheless, unlike Kp-234, RF-9 prevented the effects of Kp-10 on DA and 

DOPAC/DA ratio in the ME. Furthermore, the treatment with the RF-amide related 

peptide 3 (RFRP-3), agonist of NPFFR, mimicked the Kp-10 actions, increasing the 

PRL secretion, enhancing DA and decreasing the DOPAC/DA ratio in the ME. These 

results show that Kp and its receptor Kiss1r play a role in the genesis of the 

physiological PRL surge induced by estradiol. Moreover, Kp seems to regulate the PRL 

secretion in two different ways: suppressing the activity of TIDA neurons through 

activation of NPFFR and in a DA-independent manner through Kiss1r. 

 

Keywords: kisspeptin, prolactin, dopamine, estradiol, Kiss1r, NPFFR, RFRP-3 

 

  

   

 



9 

 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1- Origem e projeções anatômicas dos neurônios dopaminérgicos hipotalâmicos 

envolvidos no controle da secreção de PRL.................................................19 

Figura 2- Representação esquemática do cross-talk entre receptores e peptídeos da 

família RF-amida..........................................................................................31 

Figura 3- Linha cronológica representativa do protocolo experimental adotado no 

experimento 1...............................................................................................36 

Figura 4- Linha cronológica representativa do protocolo experimental adotado no 

experimento 2...............................................................................................37 

Figura 5- Linha cronológica representativa do protocolo experimental adotado no 

experimento 3...............................................................................................38 

Figura 6- Linha cronológica representativa do protocolo experimental adotado no 

experimento 4...............................................................................................39 

Figura 7- Linha cronológica representativa do protocolo experimental adotado no 

experimento 5...............................................................................................40 

Figura 8- Linha cronológica representativa do protocolo experimental adotado no 

experimento 6...............................................................................................40 

Figura 9- Representação esquemática da região onde foram realizados os punchs para a 

análise da expressão de TH e S
40

pTH por Western 

Blotting.........................................................................................................46 

 



10 

 

Figura 10- Efeito do bloqueio de Kiss1r com Kp-234 sobre a secreção de  PRL e LH 

induzidas por estradiol..................................................................................56 

Figura 11- Efeito do bloqueio de Kiss1r com Kp-234 na ação da kisspeptina sobre a 

secreção de PRL e LH..................................................................................58 

Figura 12- Efeito do bloqueio de Kiss1r com Kp-234 na ação da kisspeptina sobre a 

secreção de PRL e LH..................................................................................59 

Figura 13- Efeito do bloqueio de Kiss1r com Kp-234 na ação da kisspeptina sobre a 

atividade dos neurônios TIDA na EM..........................................................61 

Figura 14- Níveis de PRL e razão tirosina hidroxilase (TH) / tirosina hidroxilase 

fosforilada na serina 40 (S
40

pTH) na EM de animais wild type (WT) e 

Kiss1r 
-
/
-
R.....................................................................................................63 

Figura 15- Efeito do bloqueio de NPFFR com RF-9 na ação da kisspeptina sobre a 

secreção de PRL e LH..................................................................................64 

Figura 16- Efeito do bloqueio de NPFFR com RF-9 na ação da kisspeptina sobre a 

atividade dos neurônios TIDA na EM..........................................................66 

Figura 17- Efeito da ativação de NPFFR com RFRP-3 sobre a secreção de PRL e 

LH...............................................................................................................68 

Figura 18- Efeito da estimulação de NPFF1R com RFRP-3 sobre a atividade dos 

neurônios TIDA na EM..............................................................................69 

 



11 

 

Figura 19- Diagrama esquemático mostrando o mecanismo proposto para a ação 

estimulatória da kisspeptina sobre a secreção de 

PRL.............................................................................................................81 

  

 



12 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

ARC                    - Núcleo arqueado 

ASCi                   - Área sob a curva integrada 

AVPV                 - Núcleo anteroventral periventricular da área preóptica 

DA                      - Dopamina 

DOPAC              - Ácido dihidroxifenilacético 

EM                      - Eminência Mediana 

ERα                    - Receptor para estrógeno do tipo α 

FSH                    - Hormônio folículo estimulante 

GnRH                 - Hormônio liberador de gonadotrofinas 

GPCR                 - Receptor acoplado à proteína G 

HPG                   - Eixo hipotálamo-pituitária-gonadal 

HPLC-ED          - Cromatografia líquida de alta eficiência com detecção eletroquímica 

i.c.v.                    - intracerebroventricular 

Kp                       - Kisspeptina 

Kp-10                 - Kisspeptina-10 

LH                      - Hormônio luteinizante 

NPFFR               - Receptor para neuropeptídeo FF 

NPFF1R             - Receptor para neuropeptídios FF do tipo 1 

NPFF2R             - Receptor para neuropeptídios FF do tipo 2 

OVX                   - Ovariectomizada 

PHDA                 - Periventricular hipofiseal dopaminérgico 

PRL                    - Prolactina 

PrRP                  - Peptídeo liberador da PRL 

QRFP                 - Peptídeos RF-amida piroglutamilados 

 



13 

 

RFRP                 - Peptídeo relacionado à RFamida 

RP3V                 - Área periventricular rostral do terceiro ventrículo 

S
40

pTH              - Tirosina hidroxilase fosforilada na Serina 40 

TIDA                - Tuberoinfundibular dopaminérgico 

TH                    - Tirosina hidroxilase 

THDA               - Tuberohipefiseal dopaminérgico 

Vei                    - Veículo 

WT                   - Wild type 

  

 



14 

 

SUMÁRIO 

 

INTRODUÇÃO ............................................................................................................ 16 

1. Prolactina: funções e mecanismos de controle .......................................................... 17 

2. Kisspeptina e seu receptor: histórico e mecanismo de ação ...................................... 22 

3. Kisspeptina: localização e controle do eixo HPG ..................................................... 24 

4. Kisspeptina e o controle da secreção de PRL ............................................................ 27 

5. Família de peptídeos RF-amida e seus receptores ..................................................... 28 

6. Objetivos........... .......................................................................................................... 32 

MATERIAIS E MÉTODOS ........................................................................................ 33 

1. Animais............. .......................................................................................................... 34 

2. Planejamento experimental ........................................................................................ 35 

3. Procedimentos cirúrgicos ........................................................................................... 41 

4. Microinjeção i.c.v. ...................................................................................................... 43 

5. Anestésico e drogas .................................................................................................... 43 

6. Coleta de sangue ......................................................................................................... 44 

7. Microdissecções .......................................................................................................... 44 

8. HPLC-ED........... ........................................................................................................ 45 

9. Western Blottings ........................................................................................................ 46 

10. ELISA............... ......................................................................................................... 50 

11. Radioimunoensaio .................................................................................................... 51 

12. Análise Estatística .................................................................................................... 53 

 



15 

 

RESULTADOS ............................................................................................................. 54 

Experimento 1: Envolvimento do receptor Kiss1r no pico fisiológico de PRL induzido 

por estradiol em ratas.............. ...................................................................................... 55 

Experimento 2: Efeito do bloqueio de Kiss1r na ação da kisspeptina sobre a secreção 

de PRL e LH em ratas............. ....................................................................................... 57 

Experimento 3: Efeito do bloqueio de Kiss1r na ação da kisspeptina sobre a atividade 

dos neurônios TIDA em ratas ......................................................................................... 58 

Experimento 4: Avaliação do efeito da kisspeptina sobre a secreção de PRL e expressão 

de TH e S
40

pTH na EM de camundongos transgênicos Kiss1r
-
/
-
R................ ................. 62 

Experimento 5: Efeito do antagonismo dos receptores NPFFR sobre as ações da 

kisspeptina nos neurônios TIDA e secreção de PRL em ratas ....................................... 63 

Experimento 6: Efeito da ativação do NPFFR sobre a secreção de PRL e sobre a 

atividade dos neurônios TIDA em ratas ......................................................................... 67 

DISCUSSÃO ................................................................................................................. 70 

CONCLUSÃO ............................................................................................................... 79 

REFERÊNCIAS.............................................................................................................77 

ARTIGO CIENTÍFICO ............................................................................................... 93 

 

 

 

 

 



16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO 



17 

 

1. Prolactina: funções e mecanismos de controle 

A hipófise ou pituitária é uma glândula endócrina situada na base do cérebro 

subdividida em duas porções: uma parte posterior, também chamada de neurohipófise e 

uma parte anterior, conhecida como adenohipófise. Toda a secreção adenohipofisária 

está sob controle do hipotálamo, estrutura do sistema nervoso central envolvida em 

vários eixos endócrinos, controle autonômico e comportamental. Os neurônios 

hipotalâmicos neuroendócrinos que modulam a função adenohipofisária projetam-se 

para a região da eminência mediana (EM) e secretam substâncias que atingem a 

adenohipófise por meio dos vasos porta-hipofisários-hipotalâmicos. As veias do sistema 

porta-hipofisário atravessam o infundíbulo (também chamado de haste hipofisária), e 

conectam vascularmente a adenohipófise ao hipotálamo (Valença et al., 2005).  

Dentre os hormônios secretados pela adenohipófise encontra-se a prolactina 

(PRL), produzida majoritariamente pelos lactotrofos e em menor quantidade pelos 

mamosomatotrofos hipofisários (Freeman et al., 2000). A principal função da PRL, 

conforme o nome sugere é promover a lactação. Entretanto, sabe-se hoje que a PRL 

possui diversas outras funções que objetivam, sobretudo, promover a adaptação do 

organismo materno à gestação e lactação (Bole-Feysot et al., 1998; Grattan & Le 

Tissier, 2015). O receptor para PRL (PRLR) é amplamente expresso no organismo, em 

concordância com as múltiplas funções da PRL (Bole-Feysot et al., 1998). Ele é 

formado por uma proteína única transmembrana cuja ativação leva à formação de 

dímeros e desencadeia uma cascata de sinalização dependente da proteína Janus Kinase 

2 e da STAT5 (do inglês: Signal tranducer and activators of transcription 5) (Brooks, 

2012).  

Diferentemente dos demais hormônios adenohipofisários que têm sua secreção 

estimulada por hormônios hipotalâmicos, o eixo de controle hipotálamo-hipofisário da 
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PRL é caracterizado por uma ação inibitória do hipotálamo. Fragmentos de hipófise 

implantados em regiões isoladas do hipotálamo, assim como a secção da haste 

hipofisária não reduzem os níveis de PRL, evidenciando uma secreção hipofisária 

espontânea e independente do estímulo do hipotálamo (Everett, 1954). Por outro lado, a 

hiperprolactinemia desencadeada por enxertos hipofisários ectópicos é revertida pelo 

contato com a secreção hipotalâmica, comprovando que o hipotálamo secreta um fator 

predominantemente inibitório para regular a PRL (Nikitovitch-Winer & Everett, 1958). 

Ainda, a singularidade desse controle é reforçada pelo fato que, ao invés de um 

peptídeo, como acontece para os demais hormônios, o controle da secreção de PRL é 

exercido por uma catecolamina: a dopamina (DA) (Ben-Jonathan & Hnasko, 2001). 

Três populações de neurônios dopaminérgicos hipotalâmicos fornecem DA à 

adenohipófise, conforme representado na figura 1 (Bjorklund et al., 1973; Kawano & 

Daikoku, 1987). Os neurônios tuberoinfundibulares dopaminérgicos (TIDA) se 

localizam no núcleo arqueado (ARC) e se projetam para a zona externa da EM onde 

secretam a DA que atinge a adenohipófise através dos vasos porta-hipofisários 

hipotalâmicos (Bjorklund et al., 1973; Kawano & Daikoku, 1987). Os neurônios 

tuberohipofiseais dopaminérgicos (THDA) se localizam na porção rostral do ARC e 

enviam projeções para os lobos neurais e intermediários da hipófise (Holzbauer & 

Racke, 1985). Por fim, os neurônios periventricular hipofiseais dopaminérgicos 

(PHDA) se originam do núcleo periventricular e secretam DA no lobo intermediário da 

hipófise (Goudreau et al., 1995) que se comunica com a adenohipófise através dos vasos 

porta-hipofisários curtos (Peters et al., 1981). A DA proveniente dessas três populações 

neuronais se liga a receptores dopaminérgicos do tipo D2, que são amplamente 

expressos nos lactotrofos hipofisários e cuja deleção específica acarreta grande elevação 
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dos níveis plasmáticos de PRL (Mansour et al., 1990; Kelly et al., 1997; Saiardi et al., 

1997). 

 

Figura 1: Origem e projeções anatômicas dos neurônios dopaminérgicos hipotalâmicos envolvidos no 

controle da secreção de PRL. TIDA: neurônios tuberohipofiseais dopaminérgicos; PHDA: neurônios 

periventricular hipofiseais dopaminérgicos; THDA: neurônios tuberohipofiseais dopaminérgicos; EM: 

eminência mediana; LN: lobo neural da hipófise; LI: lobo intermediário da hipófise; LA: lobo hipofisário 

anterior. Adaptado de (Grattan & Kokay, 2008). 

 

Para a síntese dopaminérgica, após adentrar nos neurônios, a tirosina deve ser 

convertida em L-3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA). Esse processo é catalisado pela 

enzima tirosina hidroxilase (TH), passo limitante na via de síntese de DA (Ben-Jonathan 

& Hnasko, 2001). A TH é formada por 4 subunidades de aproximadamente 60 kDa cada 

que possuem um domínio regulatório em sua porção N-terminal e um domínio catalítico 

na porção C-terminal. O domínio regulatório contém 4 sítios de fosforilação, 

localizados entre os primeiros 40 aminoácidos nas serinas 8, 19, 31 e 40 (Ser
8
, Ser

19
, 

Ser
31

 e Ser
40

) (Kumer & Vrana, 1996). Especificamente, a avaliação da fosforilação de 

TH na Ser
40

 (S
40

pTH)
 
é uma das formas utilizadas para mensurar a ativação enzimática 

da via de síntese dopaminérgica (Aquino et al., 2016).
 
Após a formação de L-DOPA, a 

DOPA descaboxilase catalisa sua conversão em DA, que é mantida em vesículas até o 

momento da liberação. A DA, então liberada, pode se ligar aos seus receptores nas 
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células alvo ou ser reabsorvida pelos terminais pré-sinápticos através do transportador 

de dopamina (Ben-Jonathan & Hnasko, 2001). A ação dopaminérgica é interrompida 

pela enzima monoamina oxidase (MAO), presente no citosol neuronal, que metaboliza a 

DA, resultando na formação do ácido dihidroxifenilacético (DOPAC), principal 

metabólito neuronal da DA (Kvetnansky et al., 2009). Dessa forma, a avaliação dos 

níveis de DA e DOPAC revela a atividade de liberação sináptica dos neurônios 

dopaminérgicos, sendo que os níveis de DA representam o estoque nas vesículas pré-

sinápticas e os níveis de DOPAC refletem a liberação e metabolização da DA 

(Lookingland et al., 1987). Ainda, a razão DOPAC/DA indica a taxa de turnover 

dopaminérgico e constitui um bom método para avaliar mudanças rápidas na atividade 

dopaminérgica sem a necessidade de um tratamento prévio (Ben-Jonathan & Hnasko, 

2001; Szawka et al., 2010).
 

Alterações rítmicas na atividade dos neurônios dopaminérgicos resultam em 

diferentes padrões de secreção da PRL que podem ser alterados por fortes estímulos, 

cujos principais incluem a sucção dos mamilos, o estresse e o nível de estradiol, sendo 

que este último pode variar ao longo do ciclo estral. O ciclo estral é o ciclo reprodutivo 

de roedoes, divido em 4 fases, i.e. diestro 1 e diestro 2, proestro e estro. Ao longo dessas 

fases se observam alterações rítmicas nas concentrações de hormônios essenciais para a 

reprodução, como estradiol, progesterona, hormônio luteinizante (LH), PRL e o 

hormônio folículo estimulante (FSH). Durante a maior parte do ciclo estral, sob a ação 

do feedback negativo do estradiol, as concentrações de LH e FSH são mantidas baixas. 

No entando, na tarde do proestro um aumento da secreção de estradiol e progesterona 

culmina no pico das gonadotrofinas hipofisárias e da PRL, mecanismo clássico de 

feedback positivo do estradiol e fundamental para ovulação (Smith et al., 1975).   
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A sucção dos mamilos é um clássico reflexo neuroendócrino e constitui o mais 

forte estímulo conhecido para a liberação de PRL (Freeman et al., 2000). Nessa 

situação, o aumento da PRL é relacionado a uma redução na quantidade de DA 

secretada nos vasos porta-hipofisários e disponível para a adenohipófise (de Greef et al., 

1981; Nagy et al., 1998). Diferentemente, em ratas não lactantes a secreção de PRL é 

mantida baixa até a tarde do proestro, na qual um pico pré-ovulatório de PRL é 

observado. Também está descrito um pico secundário de PRL na tarde do estro, embora 

sua função não seja bem estabelecida (Szawka & Anselmo-Franci, 2004). Essas 

elevações são relacionadas a uma redução da atividade dopaminérgica na EM e 

claramente desencadeadas pelo aumento do estradiol (Carr & Voogt, 1980; Demarest et 

al., 1981; DeMaria et al., 1998). O bloqueio de estradiol na manhã de diestro-II inibe o 

pico de PRL do proestro, enquanto o tratamento de ratas ovariectomizadas (OVX) com 

estradiol induz picos diários de PRL, semelhantes aos apresentados no proestro (Neill et 

al., 1971; Aquino et al., 2016). Esse pico de PRL induzido por estradiol apresenta 

característica assimétrica, formada por rápido aumento no início da tarde, seguido de 

fase intermediária de platô e agudo declínio no início da noite (Arbogast & Ben-

Jonathan, 1988). Ainda, em conjunto com o estradiol, tal pico pode ser potencializado 

pela progesterona, que é capaz de adiantar e aumentar a magnitude do pico de PRL 

(Caligaris et al., 1974; Yen & Pan, 1998). Por fim, diversos tipos de estresse são 

responsáveis por alterar a secreção de PRL tanto em machos quanto em fêmeas (Poletini 

et al., 2006), em muitos dos casos também devido a mudanças na atividade dos 

neurônios dopaminérgicos (Freeman et al., 2000). 
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2. Kisspeptina e seu receptor: histórico e mecanismo de ação 

Ao pesquisar por receptores ligados à proteína G em ratos (G-protein-coupled-

receptor; GPCR), Lee e colaboradores descobriram em 1999 um GPCR com estrutura 

parcialmente homóloga (cerca de 45%) à dos receptores de galanina. O receptor recém 

descoberto foi então nomeado GPR54. Apesar da alta homologia com os receptores para 

galanina, estruturas essenciais para a ligação da galanina não estavam presentes no 

GPR54 (Lee et al., 1999) e, sem um ligante identificado, ele foi classificado como 

receptor órfão (Muir et al., 2001). 

Dois anos mais tarde, fragmentos altamente ativos para o receptor GPR54 foram 

isolados em tecido placentário humano. A purificação dos fragmentos revelou o produto 

do gene Kiss1 como o ligante cognato do GPR54 (Kotani et al., 2001b).  O gene Kiss1 

foi inicialmente identificado como sendo expresso em células de melanomas, nas quais 

o potencial de metástase havia sido perdido. Por esse motivo, o gene Kiss1 é 

relacionado à propriedades antimetastáticas como a  inibição da proliferação celular, 

migração e indução de adesão focal (Lee et al., 1996; Ohtaki et al., 2001; Stafford et al., 

2002). Esse gene codifica uma proteína precursora de 145 aminoácidos (Ohtaki et al., 

2001), a qual é clivada em peptídeos menores de 54, 14, 13 e 10 aminoácidos, 

posteriormente denominados kisspeptina-54 (Kp-54), Kp-14, Kp-13 e Kp-10, todos 

equipotentes em estimular o receptor GPR54 (Kotani et al., 2001b).  

A grande família de GPCR’s é composta por 3 subtipos principais – os 

receptores estimulatórios Gs e Gq e o receptor inibitório Gi/o -  que se diferenciam entre 

si pelos efetores que recrutam e efeitos celulares que evocam. As Gs e Gi regulam a 

concentração intracelular de adenosina 3',5'-monofosfato cíclico (AMPc) ao ativar (Gs) 

ou inibir (Gi) a adenilato ciclase.  As Gq, por sua vez, ativam a fosfolipase-C (PLC), 

promovendo a quebra do fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) em inositol trifosfato (IP3) e 
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diacilgricerol (DAG), o que resulta em um aumento intracelular de Ca
2+

 (Simon et al., 

1991). Kotani e colaboradores (Kotani et al., 2001b) demonstraram que a ligação da 

kisspeptina ao GPR54 aumenta a mobilização de Ca
2+

 e o turnover de PIP2, sem alterar 

os níveis de AMPc, fato que foi corroborado  por outros três laboratórios independentes  

(Muir et al., 2001; Ohtaki et al., 2001; Stafford et al., 2002). Esses achados revelam que 

o GPR54 está ligado à proteína G estimulatória do tipo Gq e que a kisspeptina exerce 

seus efeitos ao aumentar o transiente de Ca
2+ 

intracelular (Kotani et al., 2001b). A 

ligação da kisspeptina a um receptor estimulatório, no entanto, se opõe a diversos 

efeitos kisspeptinérgicos inibitórios e sugere a sinalização por um receptor adicional 

ainda não identificado. 

Dada a comprovação da kisspeptina como seu ligante cognato, o receptor 

GPR54 foi renomeado de receptor para kisspeptina (Kiss1r) (Gottsch et al., 2009). Em 

2003, três laboratórios independentes identificaram que a sinalização Kisspeptina-

Kiss1r é fundamental para o eixo reprodutivo. Este eixo reprodutivo, também chamado 

de eixo hipotálamo-pituitária-gonadal (HPG) constitui o sistema pelo qual o hipotálamo 

controla a secreção dos hormônios reprodutivos hipofisários (também chamados de 

gonadotrofinas hipofisárias) e dos esteroides ovarianos. Neurônios hipotalâmicos 

produtores do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) se projetam para EM e o 

GnRH secretado nessa região atinge a hipófise através dos vasos porta-hipofisários. O 

GnRH estimula os gonadotrofos hipofisários a liberar  LH e FSH, que atuam no ovário 

aumentando a secreção de estradiol e progesterona (Herbison, 2015). O estradiol, por 

sua vez, controla a secreção de LH e FSH tanto a nível hipofisário quanto hipotalâmico. 

Durante a maior parte do ciclo reprodutivo, o estradiol mantêm baixas as concentrações 

de GnRH e consequentemente de LH, mecanismo conhecido como feedback ou 

retroalimentação negativa. Entretanto, no período que precede a ovulação, um aumento 
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nos níveis de estradiol é responsável por induzir o pico de liberação de GnRH/LH que 

culmina na ovulação (Smith et al., 1975).  

A importância da sinalização kisspeptina-Kiss1r para o eixo HPG e a reprodução 

foi evidenciada por estudos mostrando que tanto humanos quanto camundongos com 

mutações no gene que codifica o Kiss1r são inférteis devido à ausência de maturação 

sexual espontânea e baixos níveis de gonadotrofinas hipofisárias (de Roux et al., 2003; 

Funes et al., 2003; Seminara et al., 2003). Apesar disso, camundongos fêmeas com 

deleção de Kiss1r ovulam após estimulação exógena e têm a atividade hipofisária 

aumentada após estímulo com GnRH, revelando ovários e gonadotrofos funcionalmente 

responsivos (Seminara et al., 2003). Esses dados levam à conclusão de que a 

infertilidade decorrente da mutação no Kiss1r ocorre por falhas no eixo HPG em 

porções hierarquicamente superiores à hipófise e gônadas.  

 

3. Kisspeptina: localização e controle do eixo HPG 

A descoberta dos efeitos negativos decorrentes da disfunção no Kiss1r sobre a 

capacidade reprodutiva levou a uma busca pela caracterização da função da kisspeptina 

no eixo HPG. Atualmente sabe-se que a kisspeptina é um fator determinante no 

feedback do estradiol sobre a secreção de GnRH e regulador chave do eixo HPG em 

mamíferos.  

O tratamento com Kp-10 despolariza e intensifica a taxa de ativação dos 

neurônios GnRH (Han et al., 2005). Adicionalmente a injeção intracerebroventricular 

(i.c.v.) de pequenas doses de Kp-10 promove um potente aumento da secreção de LH e 

FSH que pode ser bloqueado pelo antagonista de GnRH (Gottsch et al., 2004). De fato, 

os neurônios GnRH expressam o receptor Kiss1r  e a kisspeptina pode agir diretamente 

nesses neurônios (Irwig et al., 2004; Han et al., 2005; d'Anglemont de Tassigny et al., 
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2008; Herbison et al., 2010; Smith et al., 2011). Ainda, enquanto a deleção de Kiss1r 

resulta em baixa secreção de gonadotrofinas e inabilidade de atingir a puberdade, sua 

reinserção exclusivamente nos neurônios GnRH é capaz de restaurar a fertilidade 

(Kirilov et al., 2013).  

A secreção dos neurônios produtores de GnRH é determinada pelos níveis 

plasmáticos de estradiol. Estudos comprovaram que o feedback positivo do estradiol 

sobre esses neurônios é exercido através de receptores para estrógeno do tipo α (ERα) 

(Wintermantel et al., 2006). Interessantemente, a expressão de ERα nos neurônios 

GnRH  é controversa, sendo apontada como baixa ou ausente, sugerindo que esses 

neurônios não são o alvo direto da retroalimentação estrogênica (Herbison, 1998; 

Skynner et al., 1999). Esses achados desencadearam intensa pesquisa por fatores que 

intermediariam a modulação do estradiol nos neurônios GnRH e os resultados sugerem 

que a kisspeptina preenche a lacuna que faltava no controle do eixo HPG. Cerca de 60% 

a 70% dos neurônios kisspeptinérgicos expressam ERα (Smith et al., 2006). 

Adicionalmente, esses neurônios se comunicam com os neurônios GnRH e são 

diferencialmente regulados pelo estradiol (Smith et al., 2005a; Smith et al., 2005b; 

Clarkson & Herbison, 2006). 

No cérebro de roedores os neurônios kisspeptinérgicos se localizam em duas 

regiões principais: o ARC (análogo ao núcleo infundibular em primatas) e na área 

periventricular rostral do terceiro ventrículo (RP3V), constituída por três núcleos: o 

núcleo preóptico mediano, o núcleo periventricular e o núcleo anteroventral 

periventricular (AVPV)  (Gottsch et al., 2004; Herbison, 2008; Clarkson et al., 2009). 

Estudos envolvendo lesões do AVPV revelaram que ele é fundamental para o feedback 

positivo do estradiol sobre os neurônios GnRH [revisado em (Herbison, 2016)] e os 

neurônios kisspeptinérgicos presentes nesse núcleo parecem ser os responsáveis por 
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esse processo. A injeção específica de anticorpos contra kisspeptina na região do AVPV 

assim como a ausência de ERα nos neurônios kisspeptinérgicos impedem o aumento de 

LH induzido por estradiol (Adachi et al., 2007; Dubois et al., 2015). Ainda, os 

neurônios kisspeptinérgicos do AVPV não somente expressam ERα como têm sua 

atividade elétrica modulada em resposta ao estradiol (Frazao et al., 2013; Piet et al., 

2013). Eles se projetam para os neurônios GnRH, estimulam sua atividade e são 

ativados simultaneamente aos neurônios GnRH no período preovulatório (Smith et al., 

2006; Clarkson et al., 2008; Liu et al., 2011).  

Por outro lado, além de seu envolvimento na retroalimentação positiva, os 

neurônios kisspeptinérgicos também parecem participar do mecanismo de 

retroalimentação negativa do estradiol sobre o GnRH/LH. Essa afirmação é baseada em 

estudos mostrando que o aumento de LH após a remoção do feedback negativo do 

estradiol em ratas OVX não acontece em animais knockouts para Kiss1r (Dungan et al., 

2007). Ademais, enquanto o estradiol aumenta a expressão de kisspeptina no AVPV, ele 

a reduz no ARC (Smith et al., 2005a; Smith et al., 2005b). Os neurônios 

kisspeptinérgicos do ARC formam a outra grande população de neurônios produtores de 

kisspeptina no cérebro. Eles se projetam para os axônios dos neurônios GnRH na EM 

(Ramaswamy et al., 2008; Yip et al., 2015) e quando lesionados atenuam o feedback 

negativo do estradiol sobre o LH (Mittelman-Smith et al., 2012). Dessa forma, a ação 

diferencial do estradiol sobre neurônios kisspeptinérgicos do AVPV e ARC tem 

embasado a hipótese de que esses neurônios estejam envolvidos respectivamente na 

retroalimentação positiva e negativa exercida pelo estradiol sobre a secreção de 

GnRH/LH. 

O estudo das ações kisspeptinérgicas sobre a secreção de GnRH/LH foi 

impulsionado pela descoberta recente de um antagonista para o receptor Kiss1r, a Kp-
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234. O tratamento com Kp-234 inibe a pulsatilidade do GnRH em macacas, atrasa o 

início da puberdade e impede a ação da Kp-10 sobre as gonadotrofinas em roedores, 

além de bloquear o aumento do LH após ovariectomia em ovelhas (Roseweir et al., 

2009). Esses dados comprovam definitivamente a importância da sinalização 

kisspeptina-Kiss1r para o eixo HPG e reprodução.  

 

4. Kisspeptina e o controle da secreção de PRL 

Além de controlar o eixo HPG, a kisspeptina exerce importante modulação dos 

neurônios dopaminérgicos e da secreção de PRL (Ribeiro et al., 2015). As fibras 

kisspeptinérgicas se projetam para duas das três populações de neurônios 

dopaminérgicos envolvidas no controle da PRL: os TIDA e os PHDA e a sinapse entre 

os neurônios kisspeptinérgicos e os TIDA já foi comprovada (Szawka et al., 2010; 

Sawai et al., 2012; Sawai et al., 2014). Adicionalmente, estudos de nosso grupo 

demonstraram que a injeção i.c.v. de Kp-10 aumenta potentemente a secreção de PRL 

ao reduzir a atividade dos neurônios dopaminérgicos, fato comprovado pela diminuição 

na expressão de c-fos nos TIDA e PHDA e declínio na razão DOPAC/DA na EM 

(Szawka et al., 2010). 

Interessantemente a ação da kisspeptina sobre a secreção de PRL é dependente 

do estradiol. A injeção i.c.v. de Kp-10 aumenta a secreção de PRL em ratas em proestro 

ou ovariectomizadas tratadas com estradiol (OVX+E), porém é inefetiva em ratas OVX 

ou em diestro (Szawka et al., 2010). Apesar de o mecanismo pelo qual o estradiol 

interfere nessa ação estimulatória não ser bem esclarecido, sabe-se que ele modula a 

quantidade de fibras kisspeptinérgicas em contato com os neurônios TIDA, os quais 

sabidamente expressam ERα (Sawai et al., 2012; Ribeiro et al., 2015). Ainda, a 

dependência dos níveis de estradiol se dá exclusivamente para a ação da kisspeptina 
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sobre a PRL, tendo em vista que a Kp-10 estimula a secreção de LH indiferentemente 

dos níveis plasmáticos de estradiol (Ribeiro et al., 2015). Por fim, embora a ligação da 

kisspeptina ao corpo celular dos neurônios TIDA já tenha sido comprovada, dados de 

nosso grupo e de outros laboratórios evidenciaram que praticamente não há expressão 

de Kiss1r em neurônios TIDA, levando a um questionamento quanto ao receptor 

envolvido nesta interação (Iijima et al., 2015; Kokay et al., 2016).  

 

5. Família de peptídeos RF-amida e seus receptores 

As kisspeptinas são parte da família de peptídeos RF-amida. Essa classe é 

formada por cinco grupos de peptídeos: (1) o neuropeptídio FF (NPFF); (2) o peptídeo 

relacionado a RFamida (RFRP); (3) o peptídeo liberador da PRL (PrRP); (4) o peptídeo 

RF-amida piroglutamilado (QRFP); (5) além da kisspeptina (Quillet et al., 2016). Todos 

esses peptídeos possuem em comum parte da extremidade C-terminal conservada, 

constituída por arginina (R), fenilalanina (F) e um grupamento funcional amina (NH2) 

(Yun et al., 2014). Estudos demonstraram que a extremidade C-terminal da kisspeptina 

está envolvida na sua interação com o Kiss1r, dado que o peptídeo livre dessa porção 

possui baixa ação estimulatória sobre o receptor (Ohtaki et al., 2001). Entretanto, apesar 

da similaridade parcial entre os peptídeos RF-amida, o receptor Kiss1r não é ativado por 

nenhum outro membro dessa família, sendo altamente específico para kisspeptina 

(Kotani et al., 2001b; Muir et al., 2001). Contudo, outros receptores para peptídeos RF-

amida não discriminam os vários membros dessa família e são alvos de ligação cruzada, 

inclusive da kisspeptina (Elhabazi et al., 2013). Assim, tendo em vista o efeito 

aparentemente paradoxal da kisspeptina de inibir os neurônios dopaminérgicos através 

de um receptor excitatório, existe a possibilidade de que a kisspeptina interaja com 

outro receptor da família RF-amida que não o Kiss1r para controlar a secreção de PRL. 
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Particularmente, os receptores para NPFF reconhecem diversos peptídeos da 

família RFamida. Dois receptores para NPFF foram descritos: o NPFF1R (também 

identificado e nomeado como OT7022 ou GPR147 por laboratórios independentes) e o 

NPFF2R (também identificado como HLWAR77 ou GPR74) (Bonini et al., 2000; 

Elshourbagy et al., 2000; Hinuma et al., 2000; Parker et al., 2000; Liu et al., 2001; 

Yoshida et al., 2003). Estudos funcionais demonstraram que o NPFF se liga com alta 

afinidade ao NPFF2R, enquanto o NPFF1R é o receptor preferencial dos peptídeos 

RFRP (Mollereau et al., 2002; Yoshida et al., 2003). Em roedores uma grande proteína 

precursora dá origem a dois RFRPs: o RFRP-1 e o RFRP-3 (Hinuma et al., 2000). No 

que se refere a funções neuroendócrinas, a ligação de ambos os RFRP ao NPFF1R tem 

se mostrado importante para a regulação de hormônios reprodutivos, entretanto 

enquanto o RFRP-1 é relacionado à estimulação hipotalâmica da secreção de PRL 

(Hinuma et al., 2000), um vasto número de estudos tem evidenciado potentes ações do 

RFRP-3 sobre a secreção de LH (Kriegsfeld et al., 2006; Johnson et al., 2007; Ducret et 

al., 2009).  

Em mamíferos, o RFRP-3 é caracterizado como o ortólogo do hormônio inibidor 

das gonadotrofinas descrito em aves (GnIH) e, ao atuar nos neurônios GnRH, o RFRP-3 

é capaz de reduzir a secreção de LH em roedores (Murakami et al., 2008; Anderson et 

al., 2009; Rizwan et al., 2009; Rizwan et al., 2012; Poling et al., 2014; George et al., 

2017). Ainda, o RFRP-3 é relacionado à inibição da fertilidade durante o período pré-

pubertal e apontado como intermediador das informações circadianas reprodutivas 

vindas do núcleo supraquiasmático para o eixo HPG (Russo et al., 2015; Xiang et al., 

2015).  

No entanto, evidências recentes sugerem que as ligações dos RFRP e dos NPFF 

não são as únicas realizadas pelos NPFF1R e NPFF2R. Como exemplo, o PrRP e o 



30 

 

QRFP, que possuem receptores cognatos próprios, também sinalizam através de NPFFR 

(Engstrom et al., 2003; Bruzzone et al., 2007; Gouarderes et al., 2007; Ma et al., 2009). 

De forma semelhante, a kisspeptina é capaz de se ligar com alta afinidade tanto ao 

NPFF1R quanto ao NPFF2R (Lyubimov et al., 2010; Oishi et al., 2011; Elhabazi et al., 

2013). Estas e outras interconexões entre os peptídeos RF-amida e seus receptores são 

apresentadas na figura 2.  

No cérebro de roedores, os NPFFR estão expressos ao longo do hipotálamo e em 

regiões de conhecida expressão de kisspeptina e DA, tais como o ARC e AVPV (Liu et 

al., 2001; Gouarderes et al., 2004; Poling et al., 2013). Em especial, os neurônios 

dopaminérgicos da região periventricular do hipotálamo expressam NPFF1R (Hinuma 

et al., 2000; Kokay et al., 2016). Esses receptores são acoplados a proteína Gi, possuindo 

como efeito principal a inibição da adenilato ciclase (Kotani et al., 2001a). 

Adicionalmente, aliada à afinidade da kisspeptina por NPFFR, um estudo recente 

demonstrou que a kisspeptina promove tanto ações excitatórias quanto inibitórias nos 

neurônios do ARC, mas interessantemente essas respostas são igualmente reproduzidas 

na ausência de Kiss1r (Liu & Herbison, 2015). Uma sugestão é que os efeitos da 

kisspeptina no ARC sejam exercidos através dos NPFF1R, uma vez que são 

mimetizadas pelo RFRP-3 (Liu & Herbison, 2015). Assim, os efeitos inibitórios da 

kisspeptina no ARC se opõem a sua ligação ao receptor excitatório Kiss1r e a 

comprovada relação entre a kisspeptina e os receptores NPFFR, conhecidamente 

inibitórios, suscita a hipótese de que os NPFFR possam estar envolvidos na regulação 

dos neurônios dopaminérgicos e da secreção de PRL pela kisspeptina. 
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Figura 2: Representação esquemática do cross-talk entre receptores e peptídeos da família RF-amida. 

Adaptado de  (Jhamandas & Goncharuk, 2013). 
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6. Objetivos 

Investigar o envolvimento do receptor Kiss1r na ação da kisspeptina sobre a 

secreção de PRL induzida por estradiol e a participação de Kiss1r e NPFFR na ação da 

kisspeptina sobre a atividade dos neurônios TIDA e sobre a secreção de PRL. 

 

6.1 Objetivos específicos 

I. Avaliar o efeito do bloqueio de Kiss1r com Kp-234 na secreção de PRL e 

LH induzidas por estradiol; 

II. Avaliar o efeito do bloqueio do receptor Kiss1r com Kp-234, na ação da 

kisspeptina sobre a atividade dos neurônios TIDA na EM e sobre a 

secreção de PRL e LH;  

III. Avaliar o efeito da injeção i.c.v de Kp-10 sobre os níveis plasmáticos de 

PRL e sobre a expressão de TH e S
40

pTH na EM de animais knockouts 

para o receptor Kiss1r, nos quais o receptor foi reinserido apenas em 

neurônios GnRH (Kiss1r
-/-

R); 

IV. Avaliar o efeito bloqueio dos receptores NPFFR com RF-9, na ação da 

kisspeptina sobre a atividade dos neurônios TIDA na EM e sobre a 

secreção de PRL e LH; 

V. Determinar o efeito da estimulação de NPFFR com RFRP-3 sobre a 

atividade dos neurônios TIDA na EM e sobre a secreção de PRL e LH. 
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1. Animais 

Para todos os experimentos exceto o quarto, ratas Wistar virgens com peso 

corporal entre 200–250 g foram obtidas do Centro de Bioterismo do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO/UFMG). As 

ratas foram mantidos em caixas plásticas em grupos de quatro por caixa (39 X32 X 17 

cm), em um ambiente de temperatura (22 ± 2 
o
C) e luz (12:00 claro / 12:00 escuro, luzes 

acesas às 07:00 h) controladas, com água e ração ad libitum. Após os procedimentos 

cirúrgicos, as ratas foram acondicionadas em caixas individuais até o dia do 

experimento. Os procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da UFMG (Protocolo n
o
 100/2012). Para o experimento 4, camundongos 

fêmeas C57BL/6J e knockouts para o receptor Kiss1r, nas quais o receptor foi 

reinserido apenas nos neurônios GnRH (Kiss1r
-/-

R) virgens pesando entre 19 e 25 g 

foram obtidas do biotério do Department of Anatomy da University of Otago, Dunedin, 

New Zealand. Os camundongos foram mantidos em grupos de 3 a 5 animais por caixa 

em ambiente de temperatura (22 ± 1 ºC) e luz (12:00 h claro / 12:00 h escuro; luzes 

acesas às 06:00 h) controladas. Os animais tiveram acesso à água e ração ad libitum. 

Após os procedimentos cirúrgicos os animais foram acondicionados em gaiolas 

individuais até o dia do experimento. O protocolo utilizado foi aprovado pelo University 

of Otago Animal Ethics Comitee. 

Tendo em vista que a secreção de PRL é comprovadamente elevada pelo 

estresse (Poletini et al., 2006) em todos os experimentos os animais foram previamente 

aclimatados à manipulação durante 2 a 4 semanas. Esse processo habitua os animais à 

metodologia adotada e evita o estresse durante o experimento. Para evitar o estresse da 

mudança de ambiente e do transporte, no experimento 4 os animais foram eutanasiados 

no próprio biotério. Para os demais, as ratas foram movidas para a sala experimental no 
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mínimo um dia antes do dia do experimento. Todas as decapitações foram feitas de 

forma rápida, por uma pessoa experiente, visando eliminar qualquer estresse de 

manipulação.  Adicionalmente, considerando que a secreção de LH é comprovadamente 

estimulada pela kisspeptina (Gottsch et al., 2004), os níveis plasmáticos desse hormônio 

foram utilizados como controle da ação kisspeptinérgica. 

 

2. Planejamento experimental 

Experimento 1: Envolvimento do receptor Kiss1r no pico fisiológico de PRL induzido 

por estradiol 

A fim de estudar a participação do receptor Kiss1r no controle da secreção de 

PRL e LH, nesse experimento avaliamos se os picos de PRL e LH induzidos por 

estradiol são dependentes de Kiss1r. Para isso, de sete a dez dias antes do experimento 

as ratas foram OVX e submetidas à cirurgia i.c.v. para a inserção de cânula guia no 

ventrículo lateral direito. Os animais foram tratados com injeções diárias de estradiol 

s.c. (OVX+E) durante três dias consecutivos. No quarto dia, as ratas receberam três 

injeções de Kp-234 (6 nmol/1,2 μL/rata; n = 6) ou veículo (Vei; n = 6 ) às 10:00, 12:00 

e 14:00 h. Amostras de 10 μL de sangue foram colhidas da cauda das ratas a cada 30 

minutos das 13:00 às 18:00 para a dosagem de PRL e LH por ELISA. O protocolo desse 

experimento é apresentado de forma representativa na figura 3. 
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Figura 3: Linha cronológica representativa do protocolo experimental adotado no experimento 1.  

 

Experimento 2: Efeito do bloqueio de Kiss1r na ação da kisspeptina sobre a secreção 

de PRL e LH 

Nos próximos passos desse estudo, decidimos avaliar se as secreções de PRL e 

LH estimuladas pela kisspeptina são dependentes do receptor Kiss1r. Ratas OVX foram 

submetidas à cirurgia i.c.v. e após uma semana de recuperação, foram tratadas com 

estradiol s.c. por 3 dias consecutivos (OVX+E). Entre 8:00–12:00 h do quarto dia, as 

ratas receberam duas injeções i.c.v. de Kp-234 (6 nmol/1,2μL cada) ou Vei, 60 e 15 

minutos antes da injeção de Kp-10 (3 nmol/3μL; n = 8 por grupo) ou Vei (n = 8 por 

grupo). Dez minutos após as injeções, as ratas foram decapitadas e sangue foi colhido 

para a dosagem de PRL e LH por ELISA. Esse protocolo está representado na linha 

cronológica da figura 4. 
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Figura 4: Linha cronológica representativa do protocolo experimental adotado no experimento 2. 

 

Experimento 3: : Efeito do bloqueio de Kiss1r na ação da kisspeptina sobre a atividade 

dos  neurônios TIDA  

Comprovadamente a injeção i.c.v. de Kp-10 reduz a atividade dos neurônios 

TIDA com consequente elevação dos níveis de PRL (Szawka et al., 2010). Nesse 

experimento avaliamos se a Kp-10 se liga ao receptor Kiss1r para regular os TIDA. 

Tendo em vista que os resultados do experimento 2 levantaram um questionamento 

quanto à proporção das doses de Kp-234 e Kp-10 pelo fato de a Kp-234 não ter 

bloqueado completamente o aumento do LH induzido por Kp-10, neste experimento 

mantivemos a dose do antagonista mas reduzimos a dose de Kp-10. Adicionalmente, 

reduzimos também o período entre a administração da Kp-10 e a decapitação de 10 min 

para 5 min, com o objetivo de melhor avaliar a resposta dos neurônios TIDA que 

teoricamente ocorre antes do aumento da secreção de PRL. De forma similar ao 

protocolo do experimento 2, entre 08:00 e 12:00 h, ratas OVX+E submetidas a 

canulação do ventrículo lateral direito foram tratadas com duas injeções i.c.v de Kp-234 

(6 nmol/1,2 μL cada) ou Vei, 60 e 15 minutos antes da injeção de Kp-10 (1 nmol/1 μL; 

n = 7-10 por grupo) ou Vei (n = 10). Cinco minutos após a última injeção as ratas foram 

decapitadas e o sangue colhido para dosagem de PRL e LH por ELISA. O cérebro foi 
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removido e a EM microdissecada para dosagem de DA e DOPAC por cromatografia 

líquida de alta eficiência com detecção eletroquímica (HPLC-ED). Esse protocolo se 

encontra ilustrado na figura 5. 

Figura 5: Linha cronológica representativa do protocolo experimental adotado no experimento 3. 

 

Experimento 4: Avaliação do efeito da kisspeptina sobre a secreção de PRL e expressão 

de TH e S40pTH na EM de camundongos transgênicos Kiss1r-/-R  

Camundongos knockouts para o receptor Kiss1r não atingem a puberdade e 

possuem redução no tamanho das gônadas e na secreção das gonadotrofinas. A 

fertilidade nesses animais, entretanto pode ser restaurada pela reinserção do receptor 

Kiss1r exclusivamente nos neurônios GnRH, gerando os animais chamados nesse 

trabalho de Kiss1r
-/-

R (Kirilov et al., 2013). Esses animais permitem estudar as 

consequências da ausência de Kiss1r nos neurônios TIDA para as ações da kisspeptina 

sobre esses neurônios e sobre a secreção de PRL, o que configura o objetivo desse 

experimento. Camundongos fêmeas Kiss1r
-/-

R e C57BL/6J (wild type – WT) tiveram 

seu ciclo estral acompanhado durante 4 semanas. De sete a dez dias antes do 

experimento os animais foram submetidos à cirurgia i.c.v. Entre 10:00 e 12:00 h do 

proestro receberam a injeção i.c.v. de 3 nmol Kp-10 (n = 6) ou Vei (n = 6). Os 
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camundongos foram decapitados dez minutos após a injeção e tiveram o sangue colhido 

para dosagem de PRL por radioimunoensaio (RIE). Os cérebros foram retirados, 

congelados em gelo seco e armazenados à -80 
o
C. Sob uma lupa refrigerada, a EM foi 

microdissecada com o auxílio de agulhas de punch e a expressão de TH e S
40

pTH foi 

avaliada por Western Blotting. Esse protocolo se encontra representado na figura 6. 

Figura 6: Linha cronológica representativa do protocolo experimental adotado no experimento 4. 

 

Experimento 5: Efeito do antagonismo dos receptores NPFFR sobre as ações da 

kisspeptina nos neurônios TIDA e secreção de PRL  

Considerando a possível interação entre a kisspeptina e os NPFFR, decidimos 

avaliar se esse receptor está envolvido nas ações kisspeptinérgicas sobre os neurônios 

TIDA. Para tal, ratas OVX+E foram tratadas com duas injeções i.c.v. do antagonista 

para NPFFR (RF-9; 7,5 nmol/2,5 μL cada injeção), 60 e 15 minutos antes da injeção de 

Kp-10 (1 nmol/1μL; n = 10-14 por grupo) ou Vei (n = 7-10 por grupo). Para fins de 

comparação, foram utilizadas as ratas OVX+E injetadas com Kp-10 ou Vei do 

experimento 3. Cinco minutos após a última injeção as ratas foram decapitadas e o 

sangue colhido para a dosagem de PRL e LH por ELISA. O cérebro foi removido e a 

EM microdissecada para a dosagem de DA e DOPAC por HPLC-ED. Os procedimentos 

adotados nesse experimento estão representados na figura 7. 
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Figura 7: Linha cronológica representativa do protocolo experimental adotado no experimento 5. 

 

Experimento 6: Efeito da ativação do NPFFR sobre a secreção de PRL e sobre a 

atividade dos neurônios TIDA 

Após estudar o efeito do antagonismo de NPFFR, nesse experimento avaliamos 

o efeito de sua ativação sobre a atividade dos TIDA e a secreção de PRL. Ratas OVX+E 

receberam a injeção i.c.v. de 1 nmol de RFRP-3, agonista de NPFFR (n = 8) ou Vei (n = 

8). Cinco minutos após a injeção, as ratas foram decapitadas e o sangue colhido para a 

dosagem de PRL e LH por ELISA. O cérebro foi removido e a EM microdissecada para 

a dosagem de DA e DOPAC por HPLC-ED. Todos os procedimentos desse 

experimento estão representados na figura 8. 

Figura 8: Linha cronológica representativa do protocolo experimental adotado no experimento 6. 
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3. Procedimentos cirúrgicos 

Canulação do ventrículo cerebral lateral direito 

Após anestesia intraperitoneal (i.p.) com solução de cetamina e xilasina as ratas 

foram submetidas à tricotomia e assepsia da calota craniana. Uma incisão longitudinal 

na porção superior do crânio foi realizada entre a linha dos olhos e das orelhas. Um 

anestésico local (cloridrato de lidocaína 2% com epinefrina) foi aplicado abaixo do 

periósteo para analgesia suplementar e hemostasia. As ratas foram adaptadas ao 

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

CA, USA) e a barra de incisivos foi ajustada em -3,3 mm. Uma craniotomia foi 

realizada com o auxílio de broca odontológica e a cânula guia (22 G, 16 mm de 

comprimento) foi posicionada seguindo as coordenadas estabelecidas à partir do atlas de 

Paxinos e Watson  (Paxinos & Watson, 1998) (AP = 1,0 mm posterior ao bregma, ML = 

1,6 mm à direita da sutura longitudinal e DV = 3,2–3,6 mm abaixo da calota craniana). 

O correto posicionamento da cânula no ventrículo lateral foi verificado pelo 

deslocamento do menisco em um manômetro preenchido com solução salina. A cânula 

foi fixada à calota craniana com o auxílio de dois parafusos de aço inoxidável e acrílico 

odontológico autopolimerizável. Ao fim da cirurgia a cânula foi ocluída em toda a sua 

extensão com um mandril de aço inoxidável (diâmetro 0,40 mm). 

Para a canulação dos camundongos, os animais foram submetidos à anestesia 

inalatória por isofluorano. Os camundongos foram acondicionados em câmara fechada 

na qual o fluxo de oxigênio foi mantida constante a 0,4 L/min e a concentração inicial 

de isofluorano ajustada para 4%. Após completa anestesia, os camundongos foram 

fixados à um esteriotáxico digital  conectado ao fluxo de isofluorano. Os pelos da região 

craniana foram removidos, uma incisão longitudinal foi realizada entre a linha dos olhos 

e das orelhas e uma craniotomia foi feita com auxílio de broca odontológica. A cânula 
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guia foi posicionada no ventrículo lateral direito de acordo com coordenadas 

estabelecidas no atlas de Paxinos e Franklin  (Paxinos & Franklin, 2004) (AP = 0,1 mm 

posterior ao bregma, ML = 0,7 mm à direita da sutura longitudinal e DV = 2,0 mm 

abaixo da calota craniana). Um sistema de resina composta fotopolimerizável foi 

utilizado para fixar a cânula guia à calota craniana. Inicialmente, aplicou-se durante 20 

segundos um gel de condicionamento ácido sobre a superfície óssea (Scotchbond™ 

Universal Etchant, 3M). Após a remoção do gel, a calota craniana foi preparada com o 

uso de primer não sensível à umidade (Transbond™ MIP Moisture Insensitive Primer) e 

uma pequena quantidade de adesivo ortodôntico (Transbond XT™ Adhesive paste) foi 

aplicada à base da cânula em contato com a superfície óssea. Um fotopolimerizador foi 

direcionado ao adesivo ortodôntico e incidiu-se a luz sobre região durante 20 segundos. 

Ao final, o camundongo foi removido do estereotáxico e um mandril foi fixado à cânula 

i.c.v. Após as cirurgias os animais foram monitorados diariamente para verificar o 

ganho de peso e sinais de dor, desconforto ou infecção. 

 

Ovariectomia 

Sob anestesia com cetamina e xilasina i.p., as ratas foram submetidas à 

tricotomia e desinfecção da região abdominal com álcool iodado. Após laparotomia 

bilaterial, o tecido adiposo subjacente foi divulsionado e o tecido adiposo abdominal foi 

exposto através de incisão no tecido muscular. A tuba uterina foi clampeada e os 

ovários removidos. Depois da contenção do sangramento, o tecido adiposo foi 

reposicionado na cavidade abdominal e as incisões no músculo e na pele foram 

suturadas com fio de nylon cirúrgico. 
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4. Microinjeção i.c.v. 

No dia do experimento, uma agulha injetora acoplada a um tubo de polietileno 

(PE-10) foi inserida na cânula guia. A extensão de PE-10 foi conectada a uma seringa 

Hamilton (Hamilton Company, Reno, NV, USA) e o volume total de solução foi 

injetado durante 1 minuto com o auxílio de uma bomba de infusão (Legato 100, Kd 

Scientific, , Holliston, MA, EUA). Para evitar o refluxo da solução, a agulha injetora foi 

mantida conectada à cânula guia por 1 minuto após o fim da injeção.  

 

5. Anestésico e drogas 

Para a realização da ovariectomia e esteriotaxia em ratas, os animais foram 

anestesiados com solução de ketamina (cloridrato de cetamina; 80 mg/kg, i.p.) e xilasina 

(10 mg/Kg, i.p.). Para a estereotaxia dos camundongos, as fêmeas foram anestesiadas 

com solução inalável de isofluorano. Após as cirurgias, as ratas receberam tratamento 

profilático com antibiótico (Pentabiótico, Fort Dodge; 0,2 mL/rata, i.m.) e analgésico 

(Flunixina meglumina; Banamine, Shering-Plugh; 2,5 mg/Kg peso corporal, s.c.). O 

estradiol foi administrado na dose diária de 10 μg/0,2mL/rata, s.c., dissolvido em óleo 

de milho (Szawka et al., 2009; Aquino et al., 2016). No experimento 2, a Kp-10 

(metastin 45-54-amide, human; Phoenix Pharmaceuticals) diluída em tampão fosfato-

salina (PBS) foi administrada na dose de 3 nmol/3μL i.c.v (Szawka et al., 2010; Aquino 

et al., 2017). Nos demais experimentos em ratos a Kp-10 foi administrada na dose de 1 

nmol/1μL (Szawka et al., 2010). Em camundongos foram injetados 3 nmol/2μL de Kp-

10. A Kp-234  (kisspeptina-234; Tocris Bioscence; Bristol; Inglaterra) diluída em PBS e 

20% DMSO foi utilizada na dose de 6 nmol/1,2μL por injeção. A dose foi baseada em 

estudos que mostraram e efetividade de doses entre 1 e 15 nmol por injeção i.c.v. em 

ratos e camundongos (Roseweir et al., 2009). O RFRP-3 (RFRP-3, human; Tocris 
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Bioscence; Bristol; Inglaterra) foi administrado na dose de 1 nmol/μL i.c.v. diluído em 

solução contendo 5% de DMSO e 95% de PBS. Essa dose foi escolhida a fim de se 

equiparar à dose utilizada de Kp-10. O RF-9 (Tocris Bioscence; Bristol; Inglaterra) 

diluído em PBS e DMSO 10% foi utilizado na dose de 7,5 nmol/2,5μL por injeção. A 

dose foi definida com base em estudos que mostraram a efetividade de injeções i.c.v. 

entre 5 e 20 nmol (Pineda et al., 2010b). 

 

6. Coleta de sangue 

A coleta de sangue através da cauda foi realizada como previamente descrito 

(Steyn et al., 2013). Os animais foram mantidos em suas caixas originais e um pequeno 

corte de cerca de 1 a 2 mm foi realizado na extremidade distal da cauda. Uma gota de 

sangue foi coletada em uma placa de vidro e 10 μL foram pipetados em um tubo 

contendo 190 μL de PBS + 0,05% Tween-20 (Diluição final = 1:20). Entre cada coleta a 

ponta da cauda foi lavada com solução heparizinada a fim de evitar a coagulação. As 

amostras foram mantidas a -20 
o
C até a dosagem de PRL e LH por ELISA. Para evitar o 

estresse, todos os animais foram habituados aos procedimentos adotados diariamente 

durante um mês.  

  Para a coleta de sangue por decapitação, um funil plástico foi conectado a um 

tubo de 5 mL, ambos heparinizados  e o sangue foi colhido do tronco dos animais 

imediatamente após a decapitação. As amostras foram centrifugadas a 1200 g por 20 

min a 4 
o
C e o plasma armazenado a -20 

o
C até as dosagens hormonais. 

 

7. Microdissecções 

Para as análises por HPLC-ED, imediatamente após a decapitação, os cérebros 

foram rapidamente removidos da calota craniana e posicionados com a porção ventral 
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exposta sob uma lupa. Utilizando-se pinças e tesoura oftálmicas, a haste hipofisária foi 

erguida e um corte abrangendo toda a região da EM foi realizado. Os microtubos 

contendo as amostras foram mergulhados em nitrogênio líquido até o completo 

congelamento e mantidos  a -80 
o
C até a análise. 

 

8. HPLC-ED 

As microdissecções da EM foram homogeneizadas em 100 μL de ácido 

perclórico (PCA) 0,15 M contendo 0,1 mM de EDTA e 56,8 nM de 3,4-

diidroxibenzilamina (DHBA; Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI), utilizado como padrão 

interno. Todas as amostras de um mesmo experimento foram dosadas na mesma análise 

e a mesma solução de PCA / EDTA / DHBA foi utilizada para todas elas. As amostras  

em solução foram sonicadas até  completa homogeneização e centrifugadas a 12.000 g 

por 20 min, 4 
o
C. O pellet foi direcionado à dosagem proteica por Bradfford e o 

sobrenadante foi removido para avaliação das concentrações de DA e DOPAC como 

previamente descrito (Szawka et al., 2010).  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 para 1,0 mL/min e o potencial do detector eletroquímico 0,4 V 

(Decade II, VT-03 eletrochemical flow cell; Antec Leyden). Vinte microlitros de 

amostra foram injetadas no HPLC com o auxílio de um 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). A temperatura do forno foi mantida constante a 

40 
o
C. Os dados cromatográficos foram analisados utilizando-se o software Class-VP 

(Shimadzu, Kyoto, Japão). A DA e o DOPAC foram identificados de acordo com seu 



46 

 

tempo de eluição e quantificados utilizando-se curvas de calibração pelo método do 

padrão interno (DHBA). Os níveis de DA foram considerados estimativa do estoque 

desse neurotransmissor nas vesículas sinápticas. Os níveis de DOPAC foram usados 

como estimativa da liberação de DA (Lookingland et al., 1987). A razão DOPAC/DA 

foi utilizada como índice do turnover dopaminérgico. 

 

9. Western Blottings 

9.1 Micropunches 

Imediatamente após a decapitação, os cérebros dos camundongos foram 

removidos, congeladas em gelo seco envoltos em papel alumínio e mantidos a -80 
o
C 

até o processamento. Secções coronais de 300 μm foram coletadas ao longo do 

hipotálamo em um criostato a -9 
o
C e montadas em uma lâmina de vidro. As lâminas 

foram levadas ao microscópio sobre uma base de alumínio refrigerada e o ARC e a EM 

foram microdissecados usando a técnica de punch (Palkovits, 1973). Utilizando-se uma 

agulha de punch estéril de 800 μm, três coletas foram feitas ao longo do ARC, centradas 

no terceiro ventrículo, compreendendo a região demonstrada na figura 9 (coordenadas 

relativas ao bregma em mm: -1,7; -2,0; -2,3) (Paxinos & Franklin, 2004).   

Figura 9: Representação esquemática da região onde foram realizados os punchs (círculo pontilhado) 

para a análise da expressão de TH e S
40

pTH por Western Blotting. Adaptado do Atlas de coordenadas 

esteriotáxicas de Paxinos e Franklin (Paxinos & Franklin, 2004).  
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Para a homogeneização dos tecidos, o tampão de amostra foi constituído por um 

conjunto de inibidores de proteases, serinoproteases e fosfatases. Para prepará-lo, um 

tablet de Complete Protease Inhibitor (Roche Diagnostics, Manheim, Germany) foi 

dissolvido em 7 mL de Tris HCl 62.5 mM pH 6,8 contendo SDS 0,1%. Um conjunto de 

inibidores de fosfatases (NaF 10 mM; NaP2O7 2 mM; Na2glicerofosfato 2 mM; Na3VO4 

ativado 200 nM) e de inibidores de serinoproteases (Fluoreto de Fenilmetanosulfonila – 

PMSF 1 mM) foi adicionado à solução. Os tecidos foram sonicadas em 20 μL do 

tampão de amostra preparado no máximo 30 min antes da dissecção e armazenados à -

80 
o
C até a eletroforese. 

 

9.2 Eletroforese em gel SDS-PAGE 

O gel de poliacrilamida / dodecil sulfato de sódio (em inglês Sodium Dodecyl 

Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis ou SDS-PAGE) foi formado por duas 

fases distintas: o gel de separação e o gel de empilhamento. O gel de separação foi 

constituído por acrilamida 7,5% e SDS 0,1% em tampão Tris 375 mM; pH 8,8. O gel de 

empilhamento foi composto por acrilamida 4% e SDS 0,1% em tampão Tris 84 mM; pH 

8,8. Para catalisar a polimerização da acrilamida, 0,05% de persulfato de amônio e 

0,05% de N,N,N´,N´-Tetrametiletilenodiamino (TEMED) foram adicionados ao géis 

imediatamente antes do uso. Dois cassetes para eletroforese (1 mm gel cassettes, 

NOVEX by Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) foram semi-preenchidos com o gel 

de separação, cobertos com água Milli Q e refrigerados a 4 
o
C overnight. A água foi 

removida e o gel de empilhamento (preparado imediatamente antes do uso) foi 

adicionado ao topo do cassete. Um pente plástico de 10 canais foi introduzido no gel de 

empilhamento antes de sua polimerização para criar as canaletas de corrida. O gel foi 
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mantido a temperatura ambiente por cerca de 30 min até sua completa polimerização, 

após a qual o pente plástico foi removido. 

As amostras foram descongeladas e 5 μL do tampão de corrida (azul de 

bromofenol 0,01 nM; glicerol 56%; β-mercaptoetanol 3,5%  e SDS 0,1% em Tris-HCL 

62,5 mM pH 6,8) foram adicionados a cada tubo. Para a desnaturação proteica, os 

tecidos foram aquecidos a 96 
o
C por 3 min e resfriados em gelo. Vinte μL de cada 

amostra foram pipetados no gel de SDS-PAGE em uma ordem pré-estabelecida, de 

forma que cada gel contivesse no mínimo uma amostra de cada grupo experimental. Na 

primeira canaleta pipetaram-se 20 μL do padrão de peso molecular (Amersham ECL 

Rainbow Marker; GE Healthcare, Buckinhhamshire, Inglaterra) diluído a 10% em Tris-

HCL 62,5 mM; pH 6,8.  

A cuba de eletroforese (Bio-RAD Mini Trans-Blot System, Hercule, CA, EUA) 

foi preenchida com tampão de corrida e os cassetes com os géis e amostras foram 

submetidos a uma corrente elétrica constante (125 V; 200 mA) por 2 horas. 

 

9.3 Transferência para membrana de nitrocelulose 

As proteínas foram transferidas do gel SDS-PAGE para uma membrana de 

nitrocelulose (tamanho do poro 0,45 μm). O gel foi removido dos cassetes, colocado 

sobre a membrana e o complexo gel/membrana foi revestido em ambos os lados por 

folhas de papel filtro (Whatman, 3MM filter paper, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). O 

complexo foi envolto por esponjas (Sponge Pad for XCell blotting, Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA) pré-embebidas em tampão de transferência (Glicina 96 mM; 

metanol 10% em tampão Tris 12mM). Antes do procedimento, as esponjas foram 

imersas no tampão de transferência por cerca de 30 minutos a 4 
o
C. Para a remoção de 

bolhas um tubo falcon foi gentilmente rolado sobre as esponjas. O complexo foi 
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montado em um cassete preenchido com tampão de transferência resfriado e submetido 

a uma corrente elétrica constante (125 V; 200 mA) por 2 horas. 

 

9.4  Imunodetecção 

 As membranas foram removidas do cassete, lavadas com tampão Tris-Salina 

(TBS; Tris 1Mm; NaCl 15 mM; pH 7.6) e incubadas em solução de bloqueio (Odyssey 

Blocking Buffer, Li-Cor, Lincoln, EUA) a temperatura ambiente por 1 hora. Após esse 

período, o material foi lavado 3 vezes por 10 minutos com TBS acrescido de Tween 

0,1% (protocolo repetido para todas as lavagens subsequentes). As membranas foram 

incubadas overnight a 4 
o
C com anticorpos para TH (Anti-Tyrosine Hydroxylase 

Antibody, clone LNC1; Milipore; Billerica, EUA, diluição 1:1000) e S
40

pTH (Rabbit 

anti-rat S
40

pTH; Zymed Laboratories; Invitrogen, Caramillo, CA, EUA, diluição 

1:1000) diluídos em TBS-Tw 0,1% + 5% de albumina. As membranas foram lavadas e 

incubadas com os anticorpos secundários (926-32210 IRDye 800CW Goat anti-mouse 

IgG e 926-3221 IRDye 680 Goat anti-rabbit antibody, Li-Cor Biosciences, Lincoln, 

USA, Diluição 1:10.000) por 2 horas, protegidas da luz. Ao fim do processo, o material 

foi lavado 3 vezes com TBS-Tw 0,1% e uma vez com TBS. 

 

9.5 Revelação e reincubação 

As membranas foram posicionadas no leitor de fluorescência (Odyssey Infrared 

Imaging System, Li-Cor, Lincoln, EUA) e excitadas com luz nos comprimentos de onda 

de 700 (para visualização da marcação para S
40

pTH) e 800 nm (para visualização da 

marcação para TH). A luz emitida foi captada pelo aparelho e registrada em uma 

imagem digital.  
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As membranas foram novamente bloqueadas por 2 horas e submetidas ao 

protocolo de incubação e revelação, para a marcação de β-tubulina (β-tubulin Rabbit 

Antibody, Cell Signalling Technologies, Danvers, EUA). 

As bandas foram identificadas pelo seu peso molecular em comparação ao 

padrão (TH e S
40

pTH = 240 kDa; β-tubulina = 55kDa) e a intensidade do sinal foi 

mensurada utilizando o software Image Studio Lite (Li-Cor, Lincoln, EUA). Os dados 

foram expressos como razão S
40

pTH/TH. 

 

10. ELISA 

As concentrações de PRL e LH foram analisadas no sangue total por ELISA 

conforme descrito (Aquino et al., 2017). Placas de 96 poços (Corning, 96 Well Clear 

Flat Bottom Polystyrene High Band Microplate; Life Science; St. Louis, EUA) foram 

pré-adsorvidas com 50 μL/poço do anticorpo de captura overnight a 4 
o
C (Guinea Pig 

anti-rPRL-IC; AFP65191; NIDDK- NHPP; diluição 1:500 em PBS ou LHβ 518B7 

monoclonal antibody , University of California, diluição 1:2.500). Todas as incubações 

subsequentes foram feitas em câmara úmida, a temperatura ambiente e sob agitação, 

exceto quando mencionado. A placas foram vertidas e incubadas durante 2 h com 200 

μL de solução de bloqueio (leite em pó 5% em PBS 0,05% + Tween-20; PBS-T). Após 

esse período, as placas foram submetidas a uma série de lavagem de 3 vezes por 3 

minutos com PBS-T. As placas foram incubadas durante 24 h com 50 μL das amostras 

ou padrões. Para a dosagem de LH as amostras foram diluídas 20 X em PBS-T e a curva 

padrão foi montada a partir de diluições seriadas do padrão de LH (rLH; RP-3; 

AFP718B, NIDDK-NHPP) sendo o primeiro ponto da curva 10 ng/mL e o último ponto 

0,019 ng/mL. Para a dosagem de PRL as amostras foram diluídas 100 X e de forma 

semelhante a curva foi preparada a partir da diluição do padrão de PRL (rPRL, NIDDK-
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rPRL-RP-3; AFP-4459B Parlow RIA kit), sendo a concentração do primeiro ponto 15 

ng/mL e a do último ponto 0,03 ng/mL. Em todos os ensaios, amostras com 

concentrações conhecidas de PRL e LH foram utilizadas como controle de qualidade. 

Após o período de incubação, 50 μL do anticorpo de detecção (rabbit anti-mouse PRL, 

F. Talamantes; University of Santa Cruz, CA, USA, diluição 1:25.000 em solução de 

bloqueio ou rabbit anti-rLH AFP240580Rb, NIDDK-NHPP, diluição 1:40.000) foram 

adicionados. Após 24 hs de incubação a 4 
o
C, as placas foram lavadas e incubadas 

durante 90 minutos com 50 μL do anticorpo secundário (horseradish peroxidase-

conjugated goat anti-rabbit IgG, P044801-2, Dako Pathology Solutions, Santa Clara, 

CA, diluição 1:2.000 em 50% PBS-T e 50% solução de bloqueio). As placas foram 

lavadas e incubadas com 100 μL de OPD (o-Phenylenediamine; P1526, Sigma-Aldrich, 

2 mg/mL diluído em tampão citrato; pH 5,0 contendo 0,02% de peróxido de hidrogênio) 

por 45 minutos. A reação foi interrompida pela adição de 50 μL de ácido clorídrico 3M. 

As placas foram lidas a 490 e a leitura a 650 nm foi utilizada para correção do 

background. As concentrações foram obtidas a partir da interpolação da densidade 

óptica das amostras na regressão não-linear das respectivas curvas padrão, utilizando o 

software Sigma-Plot. Todas as amostras do mesmo experimento foram dosadas no 

mesmo ensaio. Para a PRL o limite de detecção foi 0,20 ng/mL e os coeficientes de 

variação intraensaio e interensaio foram 2,1% e 11,3%, respectivamente. Para o LH o 

limite de detecção foi 0,07 ng/mL e os coeficientes de variação intraensaio e interensaio 

foram 3,3% e 10,4%, respectivamente. 

 

11. Radioimunoensaio 

As amostras coletadas do tronco de camundongos após decapitação foram 

dosadas por RIE conforme previamente descrito (Steyn et al., 2007). A PRL marcada 
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com 
125

I (
125

I-PRL) foi diluída no tampão de ensaio (PBS 0,1 M; 0,25% de albumina; 

0,01% de azida de sódio e soro normal de coelho 1:400) a uma concentração de  20.000 

CPM (counts per minute) / 50 μL.  Dez microlitros de cada amostra e de controles de 

qualidade (plasma de camundongos com concentrações conhecidamente altas e baixas 

de PRL) foram adicionados a 50 μL de 
125

I-PRL e 100 μL do anticorpo primário. A 

curva de calibração foi obtida a partir da diluição seriada do padrão de PRL (mouse 

PRL reference preparation AFP6476C - NHPP), tendo como concentração mais alta 200 

ng/mL e como menor concentração 0,1 ng/mL. Cinquenta μL de cada um dos 12 pontos 

da curva padrão foram pipetados em tubos contendo 50 μL de 
125

I-PRL e 100 μL do 

anticorpo primário. A radiação total adicionada às amostras (TC) foi confirmada pela 

leitura de 50 μL da solução de 
125

I-PRL em tampão de ensaio. Para verificar a taxa de 

ligação do anticorpo ao peptídeo marcado (TB), 100 μL do anticorpo primário (anti-

mousePRL antiserum AFP131078 - NHPP; diluição 1:400.000) foram incubados com 

50 μL de 
125

I-PRL.  A ligação não-específica (NSB) do teste foi determinada pela 

leitura de um tubo contendo 50 μL de 
125

I-PRL e 250 μL do tampão. A porcentagem de 

ligação total do ensaio foi de 15%. Exceto para o TC, o volume de todos os tubos foi 

completado com tampão de ensaio de forma a se obter um volume final de 300 μL. Os 

tubos foram vortexados e incubados a temperatura ambiente overnight. 

A fração de 
125

I-PRL livre foi separada da porção ligada ao anticorpo primário 

pela adição de 100 μL da suspensão contendo o anticorpo secundário revestido por 

moléculas de celulose (SAC-CEL Anti-rabbit IgG; Immunodiagnostics Systems LTDA, 

Boldon, Inglaterra). Os tubos foram vortexados e incubados a temperatura ambiente por 

30 min. Adicionou-se 1 mL de água destilada a todos os tubos (exceto o TC), que foram 

centrifugados por 30 min a 3.000 rpm e 4 
o
C. Os tubos foram vertidos durante 5 min e a 

contagem da radiação remanescente no precipitado foi realizada utilizando o Gamma 
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Counter Wizard 1470 (Perkin Elmer, Waltham, EUA). As concentrações das amostras 

foram obtidas a partir da interpolação das contagens obtidas na regressão não-linear da 

curva padrão. 

 

12. Análise Estatística 

Os dados são apresentados como média ± EPM. Para a análise das concentrações 

de PRL e LH no experimento 1, as diferenças entre os tempos de um mesmo grupo 

experimental foram determinadas por análise de variância (ANOVA) de uma via para 

medidas repetidas, enquanto as diferenças entre os grupos experimentais foram 

determinadas pelo ANOVA de duas vias.  No experimento 3, as diferenças estatísticas 

foram determinadas pelo ANOVA de uma via. No experimento 6, as diferenças entre os 

níveis hormonais e dopaminérgicos foram determinadas pelo teste t de Student. Em 

todos os demais experimentos, as diferenças estatísticas foram avaliadas pelo ANOVA 

de duas vias. Todas as análises de variância foram seguidas pelo pós-teste de 

Bonferroni.  
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Experimento 1: Envolvimento do receptor Kiss1r no pico fisiológico de PRL 

induzido por estradiol em ratas 

É conhecido que o tratamento com estradiol durante três dias consecutivos em 

doses fisiológicas altas promove picos de LH e PRL na tarde do quarto dia (Aquino et 

al., 2016). Nesse experimento, avaliamos a importância da sinalização kisspeptina-

Kiss1r para a gênese dos picos de PRL e LH induzidos por estradiol. A figura 10 

demonstra o perfil de secreção da PRL e LH ao longo da tarde nas ratas OVX+E que 

receberam a injeção i.c.v. de Kp-234 ou Vei. Como esperado, o tratamento com 

estradiol promoveu um pico de PRL nas ratas Vei que se iniciou às 14:30 h (124,1 ± 

57,3 ng/mL) e permaneceu até as 18:00 h (128,5 ± 35,6 ng/mL) . Já nas ratas Kp-234, os 

níveis de PRL se mostraram maiores que os valores basais (5,9 ± 2,7 ng/mL) apenas a 

partir das 16:30 h (119,7 ± 51,0 ng/mL; P < 0,01), evidenciando uma atenuação da fase 

inicial do pico de PRL induzido por estradiol em decorrência do bloqueio de Kiss1r. 

Adicionalmente, no intervalo compreendido entre 14:30 e 16:00 h, a liberação de PRL 

foi significativamente menor nas ratas Kp-234 comparado àquelas injetadas com Vei (P 

< 0.05; Fig. 10A). Esse padrão se refletiu na análise integrada do aumento da secreção 

de PRL, determinada pela área sob a curva em relação aos níveis basais (ASCi), na qual 

as ratas Kp-234 apresentaram valores significativamente menores (322,6 ± 62,8 ng/mL) 

que as ratas Vei (702,5 ± 119,1 ng/mL; P < 0.05; Fig. 10B).  

A figura 10C apresenta os níveis de LH em ratas OVX+E tratadas com Kp-234 

ou Vei. No grupo injetado com Vei, comparado ao valor basal às 13:00 h (2,2 ± 0,8 

ng/mL), a ANOVA de uma via revelou um aumento significativo da secreção de LH às 

17:30 (7,9 ± 1,4 ng/mL) e 18:00 h (6,6 ± 0,4 ng/mL; P < 0,01 e P < 0,05, 

respectivamente). Por sua vez, nas ratas Kp-234 nenhuma diferença foi observada entre 

o valor basal de LH e os demais períodos estudados, demonstrando um bloqueio do pico 
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de LH induzido por estradiol após a inibição de Kiss1r. Ainda, comparado às ratas Vei, 

o grupo Kp-234 apresentou níveis de LH significativamente menores no período 

compreendido entre 17:30  e 18:00 h. Esse efeito se refletiu na ASCi dos níveis de LH, 

que foi significativamente reduzida nas ratas Kp-234 (2,3 ± 0,8 ng/mL) comparado às 

ratas Vei (9,9 ± 2,2 ng/mL; P < 0,05; Fig. 10D). 

 

Figura 10: Efeito do bloqueio de Kiss1r com Kp-234 sobre a secreção de PRL e LH induzidas por 

estradiol. Ratas ovariectomizadas (OVX) foram tratadas por três dias consecutivos com injeções s.c. de 

estradiol (OVX+E). No quarto dia, as ratas receberam três injeções i.c.v. do antagonista de Kiss1r (Kp-

234) ou Vei (n = 6 por grupo) às 10:00, 12:00 e 14:00 h. Entre 13:00 e 18:00 h, amostras de sangue foram 

colhidas a cada meia hora para dosagem de PRL e LH. Níveis plasmáticos de PRL (A) e LH (C) em ratas 

OVX+E injetadas com Kp-234 ou Vei. *P < 0.05, **P < 0.01 e ***P < 0.001 comparado às 13:00 h do 

mesmo grupo.
 #

P < 0.05 e 
##

P < 0.01 comparado ao grupo Vei. (B,D) Área sob a curva em relação aos 

valores basais (ASCi) das concentrações de PRL (B) e LH (D) *P < 0.05 Vei versus Kp-234. Dados 

apresentados como média+EPM. 
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Experimento 2: Efeito do bloqueio de Kiss1r na ação da kisspeptina sobre a 

secreção de PRL e LH em ratas 

A figura 11 demonstra o efeito do bloqueio de Kiss1r com Kp-234 sobre a ação 

estimulatória da Kp-10 na secreção de PRL e LH. Conforme esperado, a injeção de 

3nmol de Kp-10 promoveu um aumento significativo dos níveis plasmáticos de PRL 

(2,8 ± 0,5 ng/mL) quando comparado à injeção de Vei (1,1 ± 0,3 ng/mL; P < 0,05). A 

resposta da PRL, entretanto, foi inibida quando o Kiss1r foi bloqueado com Kp-234, uma 

vez que não houve diferença significativa entre os níveis de PRL das ratas Kp-234+Kp-10 

(1,7 ± 0,3 ng/mL) e Kp-234+Vei (1,6 ±  0,4 ng/mL; Fig. 11A).  

Similarmente, a injeção i.c.v. de Kp-10 elevou potentemente a secreção de LH 

nas ratas OVX+E (53,1 ± 8,5 ng/mL) comparado aos animais injetados com Vei (8,9 ± 

0,9 ng/mL; P < 0,001; Fig. 11B). A análise dos grupos tratados com Kp-234 revelou 

que os níveis de LH foram significativamente maiores nas ratas Kp-234+Kp-10 (30,2 ± 

5,7 ng/mL) comparado às ratas Kp-234+Vei (10,4 ±  1,0 ng/mL; P < 0,05) evidenciando 

que o bloqueio de Kiss1r não foi suficiente para inibir a ação kisspeptinérgica sobre a 

secreção de LH. Por outro lado, ratas Kp-234+Kp-10 apresentaram valores de LH 

significativamente menores (30,2 ± 5,7 ng/mL) que o de ratas Vei+Kp-10 (53,1 ± 8,5 

ng/mL; P < 0,05) demonstrando que, nessa situação experimental, o antagonismo de 

Kiss1r, apesar de não inibir completamente, reduziu a ação estimulatória da kisspeptina 

sobre a secreção de LH. 
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Figura 11: Efeito do bloqueio de Kiss1r com Kp-234 na ação da kisspeptina sobre a secreção de PRL e 

LH. Ratas OVX foram tratadas com estradiol por 3 dias consecutivos (OVX+E). No quarto dia, as ratas 

receberam duas injeções i.c.v de Kp-234 ou Vei, 60 e 45 min antes da injeção i.c.v. de 3 nmol de Kp-10 

ou Vei (n = 8 por grupo). As ratas foram decapitadas 10 min após a última injeção i.c.v. *P < 0,05, ***P 

< 0,001 Vei vs Kp-10. 
##

P < 0,01 em relação ao grupo Vei+ Kp-10. Dados expressos em média ± E.P.M. 

 

Experimento 3: Efeito do bloqueio de Kiss1r na ação da kisspeptina sobre a 

atividade dos neurônios TIDA em ratas 

Estudos prévios demonstraram que o bloqueio de Kiss1r com a Kp-234 inibe a 

ação estimulatória da kisspeptina sobre o LH (Roseweir et al., 2009). Entretanto, os 

resultados do experimento anterior demonstraram que, mesmo após o tratamento com 

Kp-234, a Kp-10 estimulou a secreção de LH, ainda que de forma reduzida. Esses dados 

nos levaram a contestar a relação das doses antagonista/droga. Por esse motivo, no 

experimento 3, aumentamos a relação entre as doses de Kp-234 e Kp-10 ao reduzirmos 

a dose de Kp-10. Também diminuímos o intervalo de tempo entre a injeção de Kp-10 e 

a eutanásia das ratas para 5 minutos, com o objetivo de melhor avaliar a resposta dos 

neurônios TIDA. 

A figura 12 apresenta os valores plasmáticos de PRL e LH em ratas tratadas com 

Kp-234 e injetadas com Kp-10. Conforme demonstrou a ANOVA de uma via, a injeção 

i.c.v. de 1 nmol de Kp-10 elevou significativamente os níveis plasmáticos de PRL (2,7 ± 

1,1 ng/mL) em comparação aos animais tratados com Vei (1,0 ± 0,1 ng/mL; P < 0,05; 
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Fig 12A). Por sua vez, o pré-tratamento com Kp-234 bloqueou o efeito da Kp-10, 

promovendo níveis de PRL nas ratas Kp-234+Kp-10 (0,4 ± 0,1 ng/mL) 

significativamente menores que os de animais injetados com Vei ou Kp-10. (P < 0,05).  

A figura 12B apresenta os níveis plasmáticos de LH nos grupos estudados. A 

ANOVA de uma via revelou um aumento significativo do LH no grupo Kp-10 (26,9 ± 

5,1 ng/mL) comparado ao grupo Vei (9,0 ± 0,8 ng/mL; P < 0,001; Fig. 12B). Por outro 

lado, o tratamento com Kp-234 impediu o efeito estimulatório da Kp-10 sobre o LH, 

tendo em vista que as concentrações plasmáticas desse hormônio no grupo Kp-

234+Kp10 (7,5 ± 0,6 ng/mL) foram semelhantes às do grupo Vei e significativamente 

menores que as do grupo Kp-10 (P < 0,001).  

Figura 12: Efeito do bloqueio de Kiss1r com Kp-234 na ação da kisspeptina sobre a secreção de PRL e 

LH. Ratas OVX foram tratadas com estradiol por 3 dias consecutivos com estradiol (OVX+E). No quarto 

dia, as ratas receberam duas injeções i.c.v de Kp-234, 60 e 45 min antes da injeção i.c.v. de 1 nmol de 

Kp-10 (n = 7-10 por grupo). As ratas foram decapitadas 5 min após a última injeção i.c.v. *P < 0,05, 

***P < 0,001 comparado ao Vei. 
#
P < 0,05 em relação aos demais grupos. Dados expressos em média ± 

E.P.M. 

 

A figura 13 apresenta o efeito do bloqueio de Kiss1r com Kp-234 sobre os 

parâmetros dopaminérgicos na EM de ratas OVX+E. A injeção de Kp-10 reduziu em 40 

% a razão DOPAC/DA na EM comparado ao grupo Vei (P < 0,05). Interessantemente 

as ratas Kp-234+Kp-10 também apresentaram uma redução em torno de 49 % na razão 
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DOPAC/DA na EM comparado ao grupo Vei (P < 0,05), evidenciando que o bloqueio 

de Kiss1r em nada alterou a resposta do turnover dopaminérgico à Kp-10. 

As alterações da razão DOPAC/DA foram associadas a uma elevação das 

concentrações de DA. Tanto o grupo Kp-10 quanto o grupo Kp-234+Kp-10 

apresentaram níveis de DA significativamente maiores (71 % e 61 % , respectivamente) 

que o de ratas Vei (P < 0,05; Fig. 13B). Por fim, nenhuma diferença significativa nos 

níveis de DOPAC foi observada entre os grupos estudados. 
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Figura 13: Efeito do bloqueio de Kiss1r com Kp-234 na ação da kisspeptina sobre a atividade dos 

neurônios TIDA na EM. Ratas OVX foram tratadas com estradiol por 3 dias consecutivos (OVX+E). No 

quarto dia, as ratas receberam duas injeções i.c.v de Kp-234 60 e 45 min antes da injeção i.c.v. de 1 nmol 

de Kp-10 (n = 7-10 por grupo). As ratas foram decapitadas 5 min após a última injeção i.c.v. (A-C) Razão 

DOPAC/DA e concentrações de DA e DOPAC na EM. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 comparado 

ao grupo Vei. Dados expressos em média ± E.P.M. 
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Experimento 4: Avaliação do efeito da kisspeptina sobre a secreção de PRL e 

expressão de TH e S
40

pTH na EM de camundongos transgênicos Kiss1r
-
/
-
R 

 A figura 14 apresenta os níveis plasmáticos de PRL e a expressão de TH e 

S
40

pTH na EM de camundongos fêmeas WT e Kiss1r 
-
/
-
R tratadas com Kp-10 ou Vei. 

Imagens representativas da análise de WB fluorescente para TH e S
40

pTH na EM são 

apresentadas na figura 14A. As bandas foram quantificadas e representadas 

graficamente. Conforme demonstrado na figura 14B, a injeção de Kp-10 em 

camundongos WT não alterou a razão S
40

pTH/TH (0,6 ± 0,2) comparado aos animais 

injetados com Vei (0,4 ± 0,05). Semelhantemente, a razão S
40

pTH/TH não foi alterada 

pela injeção de Kp-10 nos camundongos Kiss1r 
-
/
- 

R. Entretanto, a ANOVA de duas 

vias revelou níveis de PRL significantemente maiores nos animais WT tratados com 

Kp-10 (18,4 ± 4,3 ng/mL) comparado aos animais injetados com Vei (7,2 ± 1,8 ng/mL; 

P < 0,05). Este efeito estimulatório da Kp-10 sobre a PRL foi suprimido nos animais 

Kiss1r 
-
/
-
R, nos quais os níveis de PRL foram estatisticamente semelhantes após a 

injeção de Kp-10 (6,4 ± 2,4 ng/mL) ou Vei (6,8 ± 2,1 ng/mL; Fig. 14C). 
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Figura 14: Níveis de PRL e razão tirosina hidroxilase (TH)/tirosina hidroxilase fosforilada na serina 40 

(S
40

pTH)  na EM de animais wild type (WT) e Kiss1r
-/-

R. Camundongos fêmeas em proestro foram 

decapitadas 10 minutos após a injeção i.c.v de 3 nmol de Kp-10 ou Vei (n = 6 por grupo). (A) Imagens 

representativas da membrana de Western Blotting fluorescentemente marcada para TH, S
40

pTH e β-

tubulina  em microdissecções da EM. (B) Representação gráfica da razão S
40

pTH/TH na EM dos grupos 

estudados. (C) Níveis plasmáticos de PRL em camundongos WT e Kiss1r
-/-

R. *P < 0,05 em relação ao 

Vei;  #P < 0,05 comparado ao grupo Kiss1r
-/-

R que recebeu Kp-10.  Dados expressos como média ±  

EPM. 

 

Experimento 5: Efeito do antagonismo dos receptores NPFFR sobre as ações da 

kisspeptina nos neurônios TIDA e secreção de PRL em ratas 

Os resultados anteriores sugeriram que os efeitos da Kp-10 sobre os terminais 

dopaminérgicos na EM são exercidos de forma independente do receptor Kiss1r. Assim, 

testamos se a Kp-10 se ligaria aos NPFFR para regular a atividade dopaminérgica na 

EM. A figura 15 apresenta os níveis plasmáticos de PRL e LH em ratas tratadas com o 

antagonista de NPFFR (RF-9) e injetadas com Kp-10, ambos i.c.v. Conforme 

demonstrado pela ANOVA de duas vias, a injeção i.c.v. de Kp-10 elevou 
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significativamente os níveis de PRL (2,5 ± 1,0 ng/mL) comparado ao grupo injetado 

com Vei (0,9 ±0,1 ng/mL; P < 0,05; Fig. 15A). Por outro lado, o efeito da Kp-10 foi 

bloqueado pelo pré-tratamento com RF-9, conforme evidenciado pelos valores similares 

de PRL entre as ratas RF-9+Kp-10 (1,2 ± 0,2 ng/mL) e RF-9+Vei (1,8 ± 0,6 ng/mL).  

Na figura 15B são apresentadas as respostas do LH à Kp-10 nos grupos 

estudados. Como esperado, quando comparado ao grupo Vei (8,9 ± 0,8 ng/mL) a 

injeção de Kp-10 elevou significativamente os níveis plasmáticos de LH (24,18 ± 4,9 

ng/mL; P < 0,01). O tratamento com RF-9 estimulou a secreção de LH promovendo 

níveis hormonais estatisticamente maiores (40,1 ± 8,3 ng/mL) que os de animais Vei (P 

< 0,01). Ainda, a secreção de LH permaneceu elevada nas ratas tratadas com RF-9 e 

Kp-10 (46,6 ± 8,1 ng/mL), sendo os níveis significativamente maiores comparado 

àquelas tratadas apenas com Kp-10 (P < 0,05). 

 

Figura 15: Efeito do bloqueio de NPFFR com RF-9 na ação da kisspeptina sobre a secreção de PRL e 

LH. Ratas OVX foram tratadas com estradiol por 3 dias consecutivos (OVX+E). No quarto dia, as ratas 

receberam duas injeções i.c.v de RF-9 ou Vei, 60 e 45 min antes da injeção i.c.v. de 1 nmol de Kp-10 ou 

Vei (n = 7-14 por grupo). As ratas foram decapitadas 5 min após a última injeção i.c.v. *P < 0,05, **P < 

0,01, Vei vs Kp-10. 
#
P < 0,05; 

##
P < 0,001 em relação aos grupos Vei+Kp-10 e Vei, respectivamente. 

Dados expressos em média ± E.P.M. 

 

A figura 16 apresenta os parâmetros dopaminérgicos na EM em resposta à Kp-

10 nas ratas cujo NPFFR foi bloqueado com RF-9. A injeção de Kp-10 reduziu em 44% 

a razão DOPAC/DA em relação ao grupo injetado com Vei (P < 0,01; Fig. 16A). Esse 
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efeito da Kp-10 foi inibido no grupo RF-9+Kp-10, cuja razão DOPAC/DA foi 

semelhante à de animais RF-9+Vei. As alterações da kisspeptina na razão DOPAC/DA 

foram relacionadas a mudanças no conteúdo de DA na EM. Ratas injetadas com Kp-10 

tiveram valores de DA 85% maiores que os de ratas Vei (P < 0,001). Novamente o 

efeito da Kp-10 foi inibido pelo tratamento com RF-9, tendo em vista que o conteúdo de 

DA das ratas RF-9+Kp-10 foi semelhante ao das ratas RF-9+Vei e significativamente 

menor que o de ratas tratadas apenas com Kp-10 (35%; P < 0,05). Por outro lado, a 

ANOVA de duas vias revelou um efeito do RF-9 de aumentar o conteúdo de DA (33%) 

comparado às ratas que receberam a injeção apenas de Vei (P < 0,05). 
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Figura 16: Efeito do bloqueio de NPFFR com RF-9 na ação da kisspeptina sobre a atividade dos 

neurônios TIDA na EM. Ratas OVX foram tratadas com estradiol por 3 dias consecutivos (OVX+E). No 

quarto dia, as ratas receberam duas injeções i.c.v de RF-9 ou Vei 60 e 45 min antes da injeção i.c.v. de 1 

nmol de Kp-10 ou Vei (n = 7-14 por grupo). As ratas foram decapitadas 5 min após a última injeção i.c.v. 

(A-C) Razão DOPAC/DA e concentrações de DA e DOPAC na EM.  **P < 0,01; ***P < 0,001 

comparado ao grupo Vei. 
#
P < 0,05; 

##
P < 0,01 em relação ao grupo pré-tratado com Vei que recebeu a 

mesma injeção icv (Kp-10 ou Vei).  Dados expressos em média ± E.P.M. 
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Experimento 6: Efeito da ativação do NPFFR sobre a secreção de PRL e sobre a 

atividade dos neurônios TIDA em ratas 

 Tendo em vista que os resultados do experimento anterior mostraram que o 

bloqueio de NPFFR impede a ação da kisspeptina nos neurônios dopaminérgicos, 

decidimos investigar o efeito da estimulação específica de NPFF1R sobre a atividade 

dopaminérgica na EM e secreção de PRL. A figura 17 apresenta as concentrações de 

PRL e LH em ratas OVX+E após a injeção icv de 1 nmol do agonista de NPFF1R  

(RFRP-3). Conforme indicado pelo teste-t de Student o tratamento com RFRP-3 elevou 

significativamente a secreção de PRL (2,5 ± 0,5 ng/mL) em relação às ratas injetadas 

com Vei (1,0 ± 0,2 ng/mL; P < 0,05, Fig. 17A). O efeito estimulatório do RFRP-3 

entretanto não foi observado sobre a secreção de LH, que foi estatisticamente 

semelhante entre os grupos tratados com RFRP-3 (9,2 ± 0,5 ng/mL) ou Vei (9,5 ± 0,9 

ng/mL; Figura 17B). 

O aumento na secreção de PRL após a injeção de RFRP-3 foi associado a uma 

redução de 23% na razão DOPAC/DA na EM, efeito que apresentou forte tendência a 

ser estatisticamente significante (P < 0,1; Figura 18A). Adicionalmente, o tratamento 

com RFRP-3 elevou em 31% os níveis de DA comparado aos animais Vei (P < 0,01) 

sem, no entanto, alterar as concentrações de DOPAC na EM (Fig. 18 B e C), efeito este 

semelhante ao observado após a injeção de Kp-10. 
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Figura 17: Efeito da ativação de NPFFR com RFRP-3 sobre a secreção de PRL e LH. Ratas OVX foram 

tratadas com estradiol por 3 dias consecutivos (OVX+E). No quarto dia, as ratas receberam a injeção i.c.v 

de 1 nmol de RFRP-3 ou Vei (n = 8 por grupo) e foram decapitadas 5 min após a injeção i.c.v. *P < 0,05 

em relação ao grupo Vei. Dados expressos em média ± E.P.M. 
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Figura 18: Efeito da estimulação de NPFF1R com RFRP-3 sobre a atividade dos neurônios TIDA na 

EM. Ratas OVX foram tratadas com estradiol por 3 dias consecutivos (OVX+E). No quarto dia, as ratas 

receberam a injeção i.c.v de 1 nmol de RFRP-3 ou Vei (n = 8 por grupo)  e foram decapitadas 5 min após 

o tratamento. (A-C) Razão DOPAC/DA e concentrações de DOPAC e DA na EM. **P < 0,01 comparado 

ao grupo Vei. Dados expressos em média ± E.P.M.  
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Este trabalho elucida mecanismos até então desconhecidos pelos quais a 

kisspeptina modula os neurônios TIDA e a secreção de PRL. Inicialmente, fazendo uso 

do antagonista para o receptor Kiss1r (Kp-234) demonstramos que a sinalização 

kisspeptina-Kiss1r é importante para a gênese do pico de PRL induzido por estradiol e 

imprescindível para a ocorrência do pico de LH. Em seguida mostramos que, enquanto 

a injeção i.c.v. de Kp-10 estimula a secreção de PRL através da redução da razão 

DOPAC/DA na EM, o bloqueio de Kiss1r impede o efeito kisspeptinérgico sobre a PRL 

mas não suas ações nos neurônios TIDA. Estes resultados foram comprovados em 

camundongos que expressam o receptor Kiss1r apenas nos neurônios GnRH (Kiss1
-/-

R), 

nos quais a Kp-10 não foi capaz de induzir o aumento da secreção de PRL. 

Considerando possíveis ações da kisspeptina de forma Kiss1r-independente, testamos se 

a Kp-10 ativaria os receptores NPFFR para modular a atividade dos neurônios TIDA. 

Os resultados mostraram que o bloqueio de NPFFR com RF-9 impediu tanto o efeito 

estimulatório da Kp-10 sobre a PRL quanto a redução do turnover dopaminérgico na 

EM. Por fim, a ativação de NPFFR com o agonista RFRP-3 mimetizou os efeitos da 

Kp-10 no aumento da secreção de PRL e em parâmetros dopaminérgicos na EM. Assim, 

os resultados indicam que a kisspeptina pode regular a secreção de PRL de duas formas: 

de uma maneira dependente de DA através da ativação de NPFFR e por uma via 

independente de DA, na qual a kisspeptina se utiliza do receptor Kiss1r. 

A importância da interação kisspeptina-Kiss1r em situações fisiológicas tem sido 

descrita ao longo dos anos. Mutações no receptor Kiss1r acarretam falha na secreção 

das gonadotrofinas e infertilidade (de Roux et al., 2003; Funes et al., 2003; Seminara et 

al., 2003) e essa via tem sido amplamente relacionada ao início da puberdade (Han et 

al., 2005; Pineda et al., 2010a; Herbison, 2016). Adicionalmente, a kisspeptina é um 

potente estimulador da secreção de LH (Gottsch et al., 2004) e também capaz de 
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aumentar a secreção de PRL (Szawka et al., 2010), hormônios essenciais à reprodução. 

Sabe-se que tanto as secreções de PRL quanto de LH estão sobre estrito controle 

hormonal pelo estradiol. Em roedores, o estradiol estimula a secreção de PRL e LH e 

induz picos fisiológicos diários desses hormônios que ocorrem ao longo da tarde 

(Aquino et al., 2016). No presente trabalho, demonstramos que a interação kisspeptina-

Kiss1r é importante para a indução pelo estradiol do pico de PRL e fundamental para o 

pico de LH. De fato, estudos prévios de nosso grupo corroboram a relação existente 

entre os níveis plasmáticos de estradiol e o efeitos da kisspeptina na secreção de PRL. 

Nossos achados anteriores demostraram que a kisspeptina é incapaz de estimular a 

secreção de PRL em ratas OVX, e que esse efeito pode ser restaurado pelo tratamento 

com estradiol (Szawka et al., 2010). Ainda, resultados obtidos durante nosso projeto de 

mestrado, demonstraram que esta modulação pelo estradiol é exercida através de ERα e 

potencializada pela progesterona (Aquino et al., 2017). 

Os neurônios dopaminérgicos expressam PRLR e a PRL controla sua própria 

secreção através de um mecanismo de feedback negativo nesses neurônios (Moore, 

1987; Arbogast & Voogt, 1997; Kokay & Grattan, 2005). Por muito tempo acreditou-se 

que a resposta dos neurônios dopaminérgicos à PRL envolvesse prioritariamente um 

componente lento ligado à TH (Moore, 1987; Pasqualini et al., 1994; Ma et al., 2005). 

Entretanto, estudos recentes de eletrofisiologia demonstram uma rápida ativação dos 

neurônios dopaminérgicos após a administração de PRL tanto em ratos quanto em 

camundongos (Romano et al., 2013; Lyons & Broberger, 2014). Os neurônios TIDA, 

por exemplo, tem sua atividade elétrica aumentada de forma aguda cinco minutos após a 

exposição à PRL in vitro (Brown et al., 2012) e, portanto, sugere-se que análises da 

atividade dos neurônios TIDA após esse período podem refletir o efeito da 

hiperprolactinemia sobre a ativação dopaminérgica. De fato, trabalhos não publicados 
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de nosso grupo demonstraram que após 10 minutos da injeção de Kp-10, são observadas 

alterações no turnover dopaminérgico na EM que parecem refletir o feedback dos altos 

níveis de PRL. Por essa razão é possível que o Western Blotting dos camundongos WT 

no experimento 4 não tenha indicado alterações na razão S
40

pTH/TH, ainda que esses 

animais tenham apresentado PRL plasmática elevada. Adicionalmente, demonstramos 

recentemente em ratas que o efeito inibitório da kisspeptina sobre a expressão de 

S
40

pTH na EM depende da presença de progesterona (Aquino et al., 2017) e os níveis de 

progesterona estavam provavelmente ainda baixos na manhã do proestro quando foi 

realizado o experimento em camundongos WT e Kiss1
-/-

R. De toda forma, entre o 

experimento 2 no qual analisamos apenas a secreção hormonal e o experimento 3, em 

que avaliamos a atividade dos neurônios dopaminérgicos após o tratamento com Kp-10 

ou Kp-234, optamos por reduzir o tempo de análise após as injeções de Kp-10. A 

mudança de dez para cinco minutos visou captar o efeito primário da Kp-10 sobre os 

neurônios dopaminérgicos e evitar interferências do feedback dos níveis aumentados de 

PRL estimulados pela Kp-10 sobre os neurônios TIDA.  

Os efeitos da kisspeptina sobre os neurônios TIDA e sobre a PRL foram 

parcialmente mimetizados pelo RFRP-3. Em mamíferos o RFRP-3 é ortólogo ao GnIH 

das aves (Ubuka et al., 2009). Portanto, após a ovariectomia em ratas, o RFRP-3, ao se 

ligar aos NPFFR, reduz a secreção de LH (Pineda et al., 2010c). Fibras RFRP-3 se 

projetam tanto para os neurônios GnRH quanto kisspeptinérgicos, enfatizando sua 

habilidade de modulá-los (Rizwan et al., 2012). Com efeito, estudos prévios 

demonstraram que o bloqueio do receptor para RFRP-3 com RF-9 eleva potentemente 

os níveis de LH e FSH em ratos machos e fêmeas devido a uma ação direta nos 

neurônios GnRH (Pineda et al., 2010b; Rizwan et al., 2012). O RF-9 é assim, descrito 

como antagonista seletivo dos NPFFR. No primeiro artigo que o caracteriza para esse 
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fim, Simonin e coautores (2006) comprovaram que o RF-9 apresenta afinidade para 

ambos os NPFFR e antagoniza tanto o NPFF1R quanto o NPFF2R (Simonin et al., 

2006). O mesmo trabalho relata que ações características dos neuropeptídios FF são 

bloqueadas pelo RF-9, tais como o aumento da pressão arterial, da frequência cardíaca e 

a hiperalgesia. Entretanto com o advento de mais estudos envolvendo o RF-9 sua ação 

se mostrou controversa. Contrariando o estudo de Simonin, Kim e coautores (2015) 

demonstraram que o RF-9 antagoniza apenas o NPFF2, possuindo na verdade uma 

atividade agonista nos NPFF1R. No nosso trabalho entretanto, o aumento da PRL 

decorrente da estimulação de NPFF1 com RFRP-3 não foi reproduzido pelo tratamento 

com RF-9, sugerindo que ao contrário do demonstrado por Kim e coautores, e assim 

como demonstrado por Simonin, o RF-9 não deve estar estimulando o NPFF1R.  

Embora a caracterização farmacológica inicial do RF-9 tenha demonstrado que 

ele atua como antagonista seletivo de NPFFR, sem possuir afinidade pelo Kiss1r 

(Simonin et al., 2006), estudos recentes tem apontado também a sua ligação ao receptor 

para kisspeptina. É digno de nota que o tratamento com RF-9 aumenta a concentração 

de Ca
2+

 e IP3 intracelular e a fosforilação de ERK de forma similar à Kp-10 (Min et al., 

2015). Ainda, a ação estimulatória do RF-9 sobre a secreção de GnRH/LH se mantém 

em camundongos que não expressam o NPFF1R mas é reduzida em animais knockouts 

para o Kiss1r, podendo ser restaurada pela reinserção desse receptor nos neurônios 

GnRH (Liu & Herbison, 2014; Min et al., 2015). Adicionalmente, os efeitos do RF-9 

sobre o LH podem ser inibidos pela Kp-234 ou pelo bloqueio da sinalização por 

proteínas Gαq/11 nos neurônios GnRH (Babwah et al., 2015; Sahin et al., 2015). 

Portanto, é possível que no nosso trabalho o aumento do LH em animais tratados com 

RF-9 tenha decorrido tanto da supressão de RFRP-3 quanto da ativação de Kiss1r nos 

neurônios GnRH. No entanto, apesar da interação RF-9/Kiss1r é pouco provável que os 
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efeitos do RF-9 sobre os neurônios TIDA observados em nossos resultados sejam 

devido a uma ativação de Kiss1r. Isso porque estudos de nosso grupo de pesquisa 

demonstraram a ausência de expressão de Kiss1r nos neurônios TIDA (Kokay et al., 

2016). Esse achado foi corroborado por trabalhos de outros grupos que demonstraram 

que embora a kisspeptina se ligue ao corpo celular dos neurônios TIDA, apenas cerca de 

15 % desses neurônios expressam Kiss1r, sugerindo um receptor adicional (Iijima et al., 

2015; Higo et al., 2017). Portanto, é presumível que os efeitos do RF-9 sobre as ações 

da Kp-10 no turnover dopaminérgico na EM sejam exercidos, sobretudo pelo bloqueio 

dos receptores NPFF1R em detrimento à ativação de Kiss1r. Assim, nossos resultados 

mostrando que o bloqueio de NPFF1R com RF-9 inibe ação da Kp-10 sobre os 

neurônios TIDA sugerem que, ao contrário do que se pensava, o controle 

kisspeptinérgico desses neurônios pode ser exercido através dos receptores NPFFR.  

A expressão do NPFFR é difusa ao longo do hipotálamo e a população de 

neurônios dopaminérgicos da região periventricular expressa NPFF1R, embora a 

expressão desses receptores nos neurônios dopaminérgicos do ARC seja, de fato, muito 

baixa ou ausente (Hinuma et al., 2000; Kokay et al., 2016). Dessa forma, a 

subpopulação de neurônios dopaminérgicos da região periventricular que se projeta para 

a EM (Kawano & Daikoku, 1987) parece participar da ação da kisspeptina exercida 

através de NPFF1R sobre a atividade dopaminérgica na EM. Ademais, a sinalização 

kisspeptina-NPFF1R nos neurônios dopaminérgicos ajuda a entender um efeito até 

então considerado paradoxal da kisspeptina, qual seja sua ligação a um receptor do tipo 

Gq (Kiss1r) para exercer tanto ações excitatórias sobre os neurônios GnRH quanto 

ações inibitórias sobre os neurônios dopaminérgicos. Pelo contrário, os achados aqui 

apresentados sugerem que os efeitos inibitórios da kisspeptina não são exercidos através 

de Kiss1r, e sim pela sua ligação ao NPFF1R, um GPCR do tipo Gi/o.    
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Nossos resultados mostraram um efeito estimulatório do RFRP-3 sobre a PRL, 5 

minutos após sua injeção i.c.v. Diferentemente dos nossos resultados, outro trabalho não 

encontrou efeitos do tratamento crônico com RFRP-3 sobre a secreção de PRL 

estimulada pelo estradiol ou efeitos da injeção i.c.v. de RFRP-3 sobre a PRL em ratas 

estrogenizadas (Anderson et al., 2009). Entretanto nesse trabalho o efeito estimulatório 

do RFRP-3 pode ter sido mascarado pelos níveis já altos do pico de PRL ou pelo 

período da coleta (2,5 horas depois da injeção de RFRP-3). Contrariando esses achados, 

a literatura corrobora nossos resultados e apresenta fortes evidências das ações dos 

RFRP-1 sobre a secreção de PRL. A injeção i.c.v. de 3 nmol de RFRP-1 aumenta 

significativamente a secreção de PRL. Entretanto o RFRP-1 não apresenta efeitos 

estimulatórios quando a síntese de DA é inibida ou quando os receptores D2 são 

bloqueados, mostrando que a ação desse peptídeo sobre a secreção de PRL é exercida 

através da modulação da atividade dos neurônios dopaminérgicos. (Samson et al., 

2003). Esse resultado fortifica nossa hipótese de que a ativação dos NPFFR1 pela 

kisspeptina pode alterar a atividade dos neurônios dopaminérgicos para controlar a 

secreção de PRL. Adicionalmente tanto a ligação do RFRP-1 quanto do RFRP-3 ao 

NPFF1R suprime a síntese de AMPc, efeito que é pertinente quanto à inibição da 

secreção de DA e pode consequentemente elevar a secreção de PRL (May et al., 1995; 

Hinuma et al., 2000). Ademais, a relação entre os RFRP e a PRL é evidenciada pelo 

aumento da expressão de RFRP no hipotálamo em resposta a sucção dos mamilos, um 

dos mais fortes estímulos conhecidos para a secreção de PRL (Noroozi et al., 2015). 

Embora possa existir a hipótese de que em nosso estudo o RFRP-3 exerça um 

efeito estimulatório direto na hipófise, ações hipofisiotróficas dos RFRP são 

improváveis fisiologicamente. A expressão de NPFF1R é abundante no hipotálamo mas 

praticamente inexistente na hipófise (Hinuma et al., 2000). Adicionalmente embora 
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algumas ações estimulatórias dos RFRP já tenham sido demonstradas em culturas de 

células hipofisárias (Clarke et al., 2008; Sari et al., 2009), a maioria dos estudos 

demonstra que em roedores fibras RFRP-3 não se projetam para a zona externa da EM 

(Ukena & Tsutsui, 2001; Kriegsfeld et al., 2006; Johnson et al., 2007; Rizwan et al., 

2009), onde fatores hipofisiotróficos são liberados , levando a conclusão de que neste 

caso os efeitos dos RFRP são restritos ao hipotálamo.  

Considerando que o bloqueio de Kiss1r não impediu a ação da kisspeptina sobre 

os neurônios TIDA mas bloqueou seus efeitos na secreção de PRL, conclui-se que para 

regular a PRL através de Kiss1r, a kisspeptina se ligue a esse receptor expresso em 

outros neurônios que não os TIDA e promova a liberação de outros hormônios que não 

a DA. A busca por fatores liberadores de PRL (PRF) que complementem a ação 

inibitória dopaminérgica é um assunto largamente discutido ao longo dos anos. É válido 

ressaltar que o aumento da PRL em resposta à sucção do mamilo não decorre 

exclusivamente de uma redução do tônus dopaminérgico (de Greef et al., 1981) e o 

tratamento com DA não bloqueia o aumento de PRL induzido pelo estresse (Shin, 

1979). Adicionalmente, o completo antagonismo dos receptores D2 não é suficiente 

para inibir os padrões de liberação de PRL ao longo do dia (Arey et al., 1989), levando a 

conclusão que, de fato, outros fatores independentes da DA regulem a PRL plasmática. 

Neste sentido, diversas substâncias têm sido apontadas como possíveis PRFs. Alguns 

estudos indicam o hormônio liberador de tireotrofina (TRH) como um PRF, entretanto, 

apesar de um potente estimulador da secreção de PRL, em determinados períodos da 

lactação o TRH não responde ao estímulo de sucção dos mamilos (Rondeel et al., 1988) 

além disso o TRH  possui padrão de liberação independente da secreção de PRL em 

ovelhas lactantes (Thomas et al., 1988).  
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Por outro lado, é muito provável que a ocitocina seja um importante PRF que, 

em conjunto com a DA, controle a secreção de PRL (Kennett & McKee, 2012). Isso 

porque há um aumento na secreção de PRL quando a hipófise é tratada com ocitocina e 

a secreção de PRL é reduzida quando o receptor para ocitocina é bloqueado (Johnston & 

Negro-Vilar, 1988; Kennett et al., 2009). Adicionalmente, a PRL parece exercer um 

mecanismo de feedback sobre os neurônios ocitocinérgicos, já que estes neurônios 

expressam receptores para PRL e tem sua atividade reduzida pela PRL (Kokay et al., 

2006; Sapsford et al., 2012). Os neurônios ocitocinérgicos também expressam Kiss1r e 

são ativados pela injeção i.c.v. de Kp-10  (Scott & Brown, 2013; Higo et al., 2016). 

Adicionalmente, novas projeções kisspeptinérgicas excitatórias emergem para os 

neurônios ocitocinérgicos no final da gestação, o que parece importante para o aumento 

da secreção de ocitocina necessária para o parto e lactação (Seymour et al., 2017). 

Portanto, é aceitável sugerir que nossos achados mostrando a ativação do Kiss1r pela 

Kp-10 para regular a PRL de forma independente dos neurônios TIDA, indicam uma 

ação indireta da kisspeptina sobre neurônios intermediários, entre os quais os neurônios 

ocitocinérgicos emergem como possíveis candidatos, embora mais estudos sejam 

necessários para comprovar essa hipótese.  
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Os resultados aqui apresentados demonstraram que a ligação da kisspeptina ao 

receptor Kiss1r é importante para a gênese do pico de PRL induzido por estradiol e 

fundamental para o pico de LH. Adicionalmente a inibição de Kiss1r impede o efeito 

estimulatório da Kp-10 sobre as secreções de LH e PRL, mas não seus efeitos sobre os 

neurônios TIDA. Ainda, a Kp-10 é inefetiva em estimular a secreção de PRL quando o 

receptor Kiss1r é expresso apenas em neurônios GnRH. Por outro lado, embora o 

bloqueio de NPFFR não iniba o efeito da Kp-10 sobre o LH, ele impede as ações 

kisspeptinérgicas sobre a secreção de PRL e sobre os neurônios TIDA. Por fim, a 

ativação de NPFF1R simula o efeito estimulatório da Kp-10 sobre a secreção de PRL e 

suas ações nos neurônios TIDA. Assim, a figura 19 descreve o mecanismo proposto por 

esse trabalho para a ação estimulatória da kisspeptina sobre a secreção de PRL. De 

acordo com os resultados aqui apresentados, ao se ligar aos receptores NPFF1R nos 

neurônios dopaminérgicos a kisspeptina reduz a atividade dopaminérgica na EM 

elevando a secreção de PRL. Paralelamente, através do receptor Kiss1r, a kisspeptina 

estimula a secreção de PRL de forma indireta e independente da DA, possivelmente 

através da liberação de um PRF por neurônios intermediários. Mais estudos se fazem 

necessários a fim de descrever os neurônios participantes dessa via indireta e os 

possíveis PRFs envolvidos. 
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Figura 19: Diagrama esquemático mostrando o mecanismo proposto para a ação estimulatória da 

kisspeptina sobre a secreção de PRL. Ao ativar os NPFFR, a kisspeptina reduz a atividade dos neurônios 

dopaminérgicos na EM aumentando a secreção de PRL. Por outro lado, através de uma via independente 

de DA, a kisspeptina se liga ao receptor Kiss1r em neurônios intermediários aumentando a secreção de 

PRL, possivelmente pela liberação de um PRF. 
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