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RESUMO 

A hiperprolactinemia, uma disfunção do eixo hipotálamo-hipófise altamente prevalente, 

está frequentemente associada a desordens reprodutivas em mulheres. Um importante 

estimulador do eixo hipotálamo-hipófise-gonadal é a kisspeptina, um peptídeo chave para 

a fertilidade. Neurônios do núcleo arqueado hipotalâmico (ARC) que coexpressam 

kisspeptina (Kp), neurocinina B e dinorfina A (KNDy) desempenham um papel 

importante, mas ainda não completamente elucidado, no controle das secreções de 

hormônio luteinizante (LH) e prolactina (PRL). Este trabalho teve por objetivo determinar 

os efeitos da ablação dos neurônios KNDy sobre a regulação estrogênica da secreção das 

secreções de LH e PRL em ratas. Para tal, foi utilizado saporina conjugada a agonista do 

receptor 3 da neurocinina (NK3-SAP) para lesionar seletivamente neurônios KNDy. 

Ratas com ciclo estral regular receberam injeções estereotáxicas intra-ARC de NK3-SAP 

(NK3-SAP; n = 5) ou veículo (Veh; n = 6). A ciclicidade estral foi monitorada por 21 dias 

antes e após as injeções e em seguida foi feita a ovariectomia. Os ovários foram coletados 

e processados para análise histológica. As ratas foram tratadas com cipionato de estradiol 

(E2; modelo OVX+E2). O tratamento com E2 foi realizado durante três dias e no quarto 

dia as amostras de sangue foram coletadas pela cauda a cada 30 min, das 13:00 h às 19:00 

h, para análise de LH e PRL no sangue total. Após 6 dias, as ratas receberam tratamento 

com óleo por três dias e no quarto dia as amostras de sangue foram colhidas novamente 

nos mesmos horários da coleta anterior (modelo OVX). Logo após a última coleta, os 

animais foram anestesiados e perfundidos. Os cérebros foram processados para marcação 

imunohistoquímica de Kp, tirosina hidroxilase (TH) e TH fosforilada (pTH). Os animais 

NK3-SAP apresentaram redução média de 66% no número de neurônios imunorreativos 

(ir) à Kp no ARC. Essa lesão induziu uma diminuição no ganho de peso corporal, 

irregularidade do ciclo estral e a análise ovariana revelou um aumento de 50% na atresia 

folicular comparado ao grupo Veh. Esse efeito foi acompanhado por uma queda no 

número de folículos saudáveis pequenos. A taxa de ovulação, entretanto, não foi afetada, 

como demonstrado pela não alteração do número de corpos lúteos. No modelo OVX+E2, 

as ratas NK3-SAP apresentaram um pico de LH induzido por E2 amplificado e adiantado 

em uma hora em relação ao grupo Veh. Por sua vez, o pico de PRL foi suprimido nos 

animais NK3-SAP. Subsequentemente, no modelo OVX, a secreção basal de LH foi 

semelhante entre os grupos, enquanto as concentrações basais de PRL foram 

indetectáveis. Não houve diferença no número de neurônios imunorreativos para TH entre 
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os grupos, porém, a imunorreatividade à pTH e a razão pTH/TH foi maior na eminência 

mediana das ratas NK3-SAP. Dessa forma, a perda seletiva de neurônios KNDy altera de 

maneira diferenciada a regulação estrogênica das secreções de LH e PRL Nossos 

resultados corroboram o papel inibitório dos neurônios KNDy na geração do pico de LH. 

Assim, a perda substancial, mas não absoluta dos neurônios KNDy parece facilitar a 

ocorrência do pico de LH e ovulação mesmo em um ambiente de ciclo ovariano irregular. 

A redução do pico de PRL acompanhado por um aumento da atividade dos neurônios 

dopaminérgicos tuberoinfundibulares revela que os neurônios KNDy inibem a liberação 

de dopamina e este efeito está associado ao aumento da secreção de PRL induzido por 

E2.  Esses achados sugerem uma nova via no controle neuroendócrino da secreção de 

PRL, na qual os peptídeos KNDy orquestram mudanças na liberação de PRL através de 

neurônios dopaminérgicos. Assim, os neurônios KNDy parecem exercer múltiplos efeitos 

hipotalâmicos que impactam a função reprodutiva em fêmeas.  

Palavras-chave: kisspeptina; neurocinina; dinorfina; hormônio luteinizante; prolactina; 

dopamina. 
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ABSTRACT 

Hyperprolactinemia, a highly prevalent dysfunction of the hypothalamus-pituitary axis, 

is frequently associated with reproductive disorders in women. An important stimulator 

of the hypothalamus-pituitary-gonadal axis is kisspeptin, a key neuropeptide for fertility. 

Hypothalamic arcuate nucleus (ARC) neurons that coexpress kisspeptin (Kp), neurokinin 

B and dynorphin A (KNDy) play an important role in the control of luteinizing hormone 

(LH) and prolactin (PRL) secretions, but the neuroendocrine mechanisms involved are to 

be elucidated. The current study aimed to determine the effects of selective neurochemical 

ablation of KNDy neurons on the estrogenic regulation of LH and PRL secretion in 

female rats. For this purpose, neurokinin B receptor 3 agonist conjugated with saporin 

(NK3-SAP) was used to cause selective lesion of KNDy neurons. Regular cycling rats 

received intra-ARC stereotaxic injections of NK3-SAP (NK3-SAP; n = 5) or vehicle 

(Veh; n = 6). Estrous cyclicity was monitored over 21 days before and after injections 

followed by ovariectomy. Ovaries were collected and processed for histological analysis. 

Rats were treated with estradiol (E2) cypionate (OVX+E2 model). E2 treatment lasted 

three days and on the fourth day, blood samples were withdrawn from the tail tip at each 

30 min from 13:00 h to 19:00 h, for whole blood LH and PRL measurement. After 6 days, 

animals received corn oil treatment for 3 days and on the fourth day blood samples were 

taken from the tail again following the same protocol described above (OVX model). 

Shortly after the last sampling, animals were anaesthetized and perfused. Brains were 

processed for immunohistochemical staining of Kp, tyrosine hydroxylase (TH) and 

phosphorylated TH (pTH). NK3-SAP animals displayed an average loss of 66% in the 

number of Kp-immunoreactive (ir) neurons in the ARC. This lesion induced a decrease 

in body weight gain, irregularity of estrous cycles, and ovarian analysis revealed an 

increase in 50% of follicular atresia compared to Veh group. This effect was accompanied 

by a decrease in the number of small healthy follicles. However, ovulation was not 

affected, as revealed by the unchanged number of corpora lutea. In the OVX+E2 model, 

E2-induced LH surge was amplified and advanced by 1 hour compared to Veh. In turn, 

the PRL surge was suppressed in NK3-SAP OVX+E2 rats. In the OVX model, basal LH 

secretion was unaffected by the NK3-SAP lesion, and PRL levels were undetectably low 

in both groups. NK3-SAP and Veh rats displayed a similar number of TH-ir neurons in 

the ARC but the immunoreactivity to pTH and pTH/TH ratio were increased in the 
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median eminence of NK3-SAP rats. Thus, selective loss of KNDy neurons differently 

affects the E2 regulation of LH and PRL secretion in female rats. Our results support an 

inhibitory role of KNDy neurons in the generation of the LH surge. The substantial, but 

not absolute, loss of KNDy neurons seems to facilitate the LH surge and ovulation even 

in a condition of irregular estrous cyclicity. The reduction in PRL surge, associated with 

the increased activity of tuberoinfundibular dopaminergic neurons, reveals that KNDy 

neurons inhibit neuroendocrine dopamine and this effect seems to be implicated in the 

E2-induced increase in PRL secretion. These findings suggest a new pathway for the 

neuroendocrine control of PRL secretion, in which KNDy peptides orchestrate changes 

in PRL release through dopaminergic neurons. Thus, KNDy neurons seem to exert 

multiple hypothalamic effects impacting the female reproductive function. 

Keywords: kisspeptin; neurokinin; dynorphin; luteinizing hormone; prolactin; 

dopamine. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Justificativa e relevância 

A hiperprolactinemia, uma doença endócrina altamente prevalente no eixo 

hipotálamo-hipófise, se enquadra como uma das causas mais comuns de infertilidade 

entre em mulheres com problemas reprodutivos (Biller, Luciano et al. 1999). Essa 

patologia eleva cronicamente os níveis de prolactina (PRL) de modo a provocar 

aciclicidade, anovulação, hipogonadismo, galactorreia e perda óssea (Grattan and Kokay 

2008). Esse fenômeno é desencadeado pela inibição da liberação de hormônio liberador 

de gonadotropinas (GnRH) que implica na diminuição da secreção de hormônio 

luteinizante (LH) (Bohnet, Dahlen et al. 1976, Moult, REES et al. 1982, Matsuzaki, 

Azuma et al. 1994). A secreção de LH é controlada por neurônios upstream aos neurônios 

GnRH, denominados neurônios kisspeptinérgicos. Esses neurônios exercem potente 

efeito estimulatório sobre o eixo hipotálamo-hipófise-gonadal (HPG), pelo fato dos 

neurônios GnRH expressarem receptor para kisspeptina (Kiss1r) (Irwig, Fraley et al. 

2004, Han, Gottsch et al. 2005, Messager, Chatzidaki et al. 2005, Pinilla, Aguilar et al. 

2012). De fato, a administração de kisspeptina em mulheres com hiperprolactinemia 

reativa a secreção gonadotrófica e restaura a função ovariana desse quadro (Millar, 

Sonigo et al. 2017). 

A puberdade precoce e a não ocorrência da puberdade no tempo ideal são 

associadas à hiper e hipofunção, respectivamente, do sistema de sinalização 

kisspeptinérgico. Uma mutação que confere alta resistência da kisspeptina à degradação 

foi previamente identificada em crianças com antecipação da puberdade (Silveira, Noel 

et al. 2010). Por sua vez, crianças que apresentam mutações deletérias do gene KISS1R 

não se desenvolvem sexualmente e apresentam fenótipo de hipogonadismo 

hipogonadotrópico (de Roux, Genin et al. 2003). Se tratadas com infusão contínua de 

GnRH, esse quadro não é revertido, porém se a infusão de GnRH for dada sob a forma 

de pulsos, as gonadotrofinas são estimuladas e o desenvolvimento sexual é desencadeado 

(Delemarre-van de Waal 2004). Essa secreção pulsátil de GnRH se mostra relevante para 

a manutenção da sensibilidade dos gonadotrofos (Belchetz, Plant et al. 1978) e os 

neurônios kisspeptinérgicos do núcleo arqueado (ARC) hipotalâmico são fortes 

candidatos a controladores da secreção pulsátil de GnRH, com reflexos para a 

pulsatilidade de LH. Esses neurônios do ARC secretam kisspeptina, neurocinina B e 
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dinorfina A e, por isso, foram denominados neurônios KNDy (Goodman, Lehman et al. 

2007, Navarro, Gottsch et al. 2009, Lehman, Merkley et al. 2010, Wakabayashi, Nakada 

et al. 2010). 

Sabe-se que a administração subcutânea ou intravenosa de kisspeptina é capaz de 

estimular a liberação de gonadotrofinas e a maturação de óvulos em pessoas saudáveis, 

assim como em homens e mulheres inférteis e modelos animais diversos, tendo potencial 

terapêutico para uso em fertilização in vitro (Jayasena, Abbara et al. 2014, Prague and 

Dhillo 2015). Entretanto, quando realizado de modo crônico, o tratamento com 

kisspeptina pode suprimir o eixo HPG em humanos e em outras espécies animais devido 

a uma dessensibilização do eixo, a qual apresenta potencial contraceptivo (Prague and 

Dhillo 2015). 

Levando em consideração a importância reprodutiva dos neurônios KNDy e o 

potencial terapêutico da kisspeptina, este trabalho buscou expandir a compreensão do 

envolvimento dos neurônios KNDy no controle neuroendócrino da secreção de LH e 

PRL, através da análise dos efeitos da lesão neuroquímica desses neurônios em diferentes 

condições estrogênicas em ratas Wistar. Entender o papel do circuito neuronal 

kisspeptinérgico pode abrir fronteiras para o desenvolvimento de novas abordagens de 

tratamento para desordens de fertilidade, puberdade, além de novos métodos de 

contracepção. 

 

Kisspeptina e seu receptor 

Originalmente, a kisspeptina era conhecida como metastina, uma vez que o gene 

KISS1 foi primeiramente identificado como gene supressor de metástase em linhagens de 

células de melanoma (Lee, Miele et al. 1996) e de carcinoma mamário humanos (Lee and 

Welch 1997). A nomenclatura KISS1 se deve ao gene KISS estar localizado no 

cromossomo 1 em humanos e a escolha da palavra “kiss” é atribuída ao fato desse gene 

ter sido descoberto na cidade de Hershey, na Pensilvânia, EUA, conhecida pela fábrica 

de mesmo nome que produz os chocolates “kisses”.(Lee, Miele et al. 1996).  

Por convenção, a palavra kisspeptina é frequentemente usada no singular, porém ela 

se refere a um grupo de peptídeos, as kisspeptinas. Em humanos, o gene KISS1 codifica a 

prepro-kisspeptina, uma proteína composta por 145 aminoácidos, a qual é biologicamente 

inativa. Quando clivada proteoliticamente, a kisspeptina-145 produz fragmentos bioativos 

classificados de acordo com o número de aminoácidos em kisspeptina-54, kisspeptina-14, 
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kisspeptina-13 e kisspeptina-10 (Kp-10) (West, Vojta et al. 1998, Gottsch, Clifton et al. 

2009). Os fragmentos kisspeptina-54 e Kp-10 também são encontrados no cérebro de ratas 

(Desroziers, Mikkelsen et al. 2010). Esses fragmentos bioativos fazem parte de uma ampla 

família denominada de peptídeos RF amida, visto que que os peptídeos dessa família 

compartilham uma sequência comum de arginina-fenilalanina-NH₂ em sua porção C-

terminal, indispensáveis à sua atividade biológica (Tsutsui, Bentley et al. 2010). 

 Essa família de peptídeos, derivados da clivagem da kisspeptina-154, se liga a um 

receptor inicialmente conhecido como GPR54. Esse receptor era considerado órfão quando 

foi primeiramente isolado a partir do cérebro de rato e revelado como homólogo do GPR54 

humano (Lee, Nguyen et al. 1999). Após a confirmação de que as kisspeptinas se ligavam ao 

GPR54, esse receptor foi então denominado Kiss1r (Kotani, Detheux et al. 2001, Muir, 

Chamberlain et al. 2001, Ohtaki, Shintani et al. 2001). O Kiss1r é um receptor com sete 

domínios transmembrana associado a proteína Gq cuja ativação provoca a fosforilação de 

fosfolipase C, que por sua vez eleva os níveis de Ca2+ intracelular através da hidrólise de 

bifosfato de inositol em inositol 1,4,5-trifosfato. Esse aumento de Ca2+ provoca uma 

despolarização da membrana celular (Kotani, Detheux et al. 2001, Stafford, Xia et al. 2002, 

Navarro, Castellano et al. 2004). A localização der Kiss1r no cérebro ainda é controversa na 

literatura, mas pode-se afirmar com segurança que ele é majoritariamente expresso em áreas 

hipotalâmicas (Lee, Nguyen et al. 1999, Herbison, d'Anglemont de Tassigny et al. 2010, 

Aquino, Kokay et al. 2019). 

Alguns anos após o descobrimento do envolvimento do gene KISS1 na supressão 

de metástase em células humanas, o envolvimento do sistema de sinalização de 

kisspeptina e seu receptor (Kisspeptina/Kiss1r) foi associado à reprodução. Isso ocorreu 

quando foi constatado que mutações inativadoras de Kiss1r geram um quadro conhecido 

como hipogonadismo hipogonadotrófico em humanos (de Roux, Genin et al. 2003, 

Seminara, Messager et al. 2003) e roedores (Funes, Hedrick et al. 2003), caracterizado 

pela deficiência na secreção de gonadotropinas, retardo na maturação da função 

reprodutiva e infertilidade. Desta forma, a identificação do sistema Kisspeptina/Kiss1r 

culminou em um grande avanço no entendimento dos mecanismos neurais que regulam a 

secreção de GnRH e é considerado um marco da neuroendocrinologia moderna (Roa, 

Aguilar et al. 2008, Pinilla, Aguilar et al. 2012).  
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Kisspeptina e a regulação do eixo HPG 

Em várias espécies de mamíferos, a fertilidade é estabelecida e mantida por sinais 

hormonais produzidos pelo eixo HPG. No topo desse eixo, se encontram neurônios 

hipotalâmicos secretores de GnRH. Os neurônios GnRH possuem uma morfologia bipolar e 

suas projeções podem tanto conduzir potencial de ação, assim como receber inputs 

sinápticos, assumindo assim propriedades tanto de axônios quanto de dendritos e, por isso,  

essas projeções são denominadas dendrons (Herde, Iremonger et al. 2013). Essas projeções 

estão distribuídas em torno do soma em projeções soma-proximais, que se encontram na área 

preoptica, e em projeções soma-distais, cujos terminais se concentram na eminência mediana 

(ME) (Campbell, Han et al. 2005, Cottrell, Campbell et al. 2006). Através dos terminais das 

projeções soma-distais na ME, a secreção de GnRH é liberada no sistema vascular porta-

hipofisário, a partir de onde chega aos gonadotrofos estimulando a produção das 

gonadotrofinas LH e hormônio folículo-estimulante (FSH). Nos ovários, o FSH age 

estimulando a maturação dos folículos, enquanto o LH promove a ovulação e a formação dos 

corpos lúteos. O ciclo estral da rata tem duração média de 4–5 dias, sendo constituído das 

fases de metaestro, diestro, proestro e estro. Durante o início do dia de estro, ocorre o 

recrutamento de um cohort de folículos secundários em desenvolvimento, os quais crescem 

rapidamente até a metade do ciclo, a ponto de secretarem altos níveis de estradiol (E2) 

durante a fase de proestro. Em níveis suficientemente altos, o E2 é capaz de realizar 

retroalimentação positiva sobre o hipotálamo e a hipófise, deflagrando um pico de GnRH 

que se reflete em um pico preovulatório de LH, processo chave para a ocorrência da ovulação 

na madrugada do estro. Após a ovulação, a produção estrogênica ovariana diminui, 

resultando em baixos níveis de E2 que exercem retroalimentação negativa sobre a secreção 

de GnRH e LH (Levine 2015). 

Esse efeito do E2 sobre a secreção de GnRH não parece ser explicado pela expressão 

de receptores para estrógeno (ER) nesses neurônios. Os subtipos alfa (ERα) e beta (ERβ) 

desse receptor parecem exercer diferentes papeis no controle da secreção gonadotrófica, uma 

vez que camundongos knockout para ERα, mas não os knockout para ERβ, são inférteis 

(Lubahn, Moyer et al. 1993) e incapazes de gerar o pico pré-ovulatório de LH (Wintermantel, 

Campbell et al. 2006). A deleção de ERβ em camundongos, por sua vez, não resulta em 

absoluta infertilidade, embora esteja associada com redução da eficiência ovariana e 

reprodutiva (Krege, Hodgin et al. 1998, Dupont, Krust et al. 2000, Rumi, Singh et al. 2017). 
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Contudo, os neurônios de GnRH expressam apenas ERβ (Herbison and Pape 2001), a 

isoforma que não é essencial para o efeito do E2 sobre o eixo hipotálamo-hipófise de induzir 

o pico pré-ovulatório de LH (Wintermantel, Campbell et al. 2006, Jayes, Burns et al. 2014). 

Essa lacuna de sinalização existente sobre o controle da secreção de gonadotrofinas pelo E2, 

despertou o interesse de vários grupos de pesquisadores a fim de investigar a existência de 

interneurônios hipotalâmicos que expressassem ERα e que participassem do controle da 

reprodução. Desse modo, os candidatos a interneurônios em maior evidência no momento 

são os neurônios kisspeptinérgicos, uma vez que esses neurônios expressam ERα (Kinoshita, 

Tsukamura et al. 2005, Smith, Cunningham et al. 2005) e enviam projeções para os neurônios 

GnRH , os quais expressam Kiss1r e são altamente responsivos à kisspeptina (Irwig, Fraley 

et al. 2004, Han, Gottsch et al. 2005, Messager, Chatzidaki et al. 2005).  

Em relação ao efeito bimodal do E2 sobre a secreção de GnRH/LH, a explicação mais 

plausível atualmente é que populações kisspeptinérgicas fenotipicamente e regionalmente 

distintas medeiem esse efeito em roedores. Na área preóptica do hipotálamo, mais 

especificamente no núcleo anteroventral periventricular (AVPV), reside uma população 

neuronal kisspeptinérgica, enquanto no ARC reside a população kisspeptinérgica dos 

neurônios KNDy. Ambas essas populações emitem projeções para os neurônios de GnRH 

(Kinoshita, Tsukamura et al. 2005, Krajewski, Anderson et al. 2005, Clarkson and Herbison 

2006, Kumar, Candlish et al. 2015). Os neurônios kisspeptinérgicos do AVPV respondem ao 

E2 com um aumento na expressão de kisspeptina (Smith, Popa et al. 2006, Clarkson, de 

Tassigny et al. 2008). Sendo assim, essa população kisspeptinérgica do AVPV é considerada 

o sítio de retroalimentação positiva do E2, o qual promove a geração do pico de LH. Por sua 

vez, os neurônios KNDy também são responsivos ao E2, mas neste caso há redução da 

expressão de kisspeptina no ARC. Assim, os KNDy estão associados à retroalimentação 

negativa do E2, responsável pelo controle da secreção basal de LH (Smith, Cunningham et 

al. 2005). Contudo, a divisão funcional rígida dessas duas populações kisspeptinérgicas não 

parece ser corroborada por evidências de ativação dos neurônios KNDy durante o pico pré-

ovulatório de LH em ovelhas (Estrada, Clay et al. 2006, Merkley, Porter et al. 2012). Ainda, 

evidências neurais revelaram a existência de uma maior proporção de projeções aferentes 

dos neurônios KNDy encontradas no AVPV de camundongos fêmeas em relação a machos 

(Moore, Coolen et al. 2019) e a inibição da porção distal das projeções de GnRH, as quais 

recebem densas projeções de neurônios KNDy (Yip, Boehm et al. 2015), provoca alterações 

na frequência de pulso e no pico de LH (Wang, Guo et al. 2020). Essas evidências sugerem 
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que os neurônios KNDy poderiam assumir um papel na gênese do pico pré-ovulatório de 

LH, além de seu envolvimento na secreção basal desse hormônio. 

Quando avaliada em menor escala temporal, a secreção basal de LH é caracterizada 

por um padrão pulsátil, que corresponde quase que exatamente ao padrão de secreção de 

GnRH (Levine and Duffy 1988). Assim, é conhecida a existência de duas maneiras distintas 

de secreção de LH. O modo de pulso de LH prevalece quando há níveis circulantes baixos 

de E2 e promove aumentos pontuais da secreção de LH em intervalos em torno de 1 h. Por 

sua vez, o modo de pico de LH é desencadeado em situações de altos níveis de E2 e determina 

a ocorrência do pico pré-ovulatório deste hormônio nas fêmeas, que se caracteriza por ocorrer 

em intervalos de tempo mais longo e apresenta maior magnitude que a secreção pulsátil. 

Acredita-se que estes modos distintos de secreção sejam controlados por vias hipotalâmicas 

distintas. Entretanto, permanece a dúvida se o pico pré-ovulatório de LH é constituído por 

pulsos de alta frequência e/ou amplitude, ou se corresponde a um aumento de secreção não-

pulsátil. Estas duas opções são comumente aventadas hipoteticamente, mas, no momento, 

ainda não há evidências experimentais que claramente suportem uma ou outra (Herbison 

2016, Herbison 2020).  

Um mecanismo proposto pelo qual o modo pulso de secreção de LH é controlado 

pelos neurônios KNDy é conhecido como “hipótese KNDy” ou “modelo KNDy”. Essa 

hipótese postula que os peptídeos kisspeptina, neurocinina B e dinorfina A interagem uns 

com os outros para formar uma rede neural que opera de forma sincronizada para controlar 

a atividade de neurônios GnRH (Lehman, Coolen et al. 2010). Essa hipótese partiu de 

evidências de imunohistoquímica que revelaram a existência de fibras contendo dinorfina A 

e neurocinina B em contato com corpos celulares contendo esses mesmos peptídeos no ARC 

de ratos (Burke, Letts et al. 2006). Isso vai ao encontro de evidências em camundongos que 

mostraram que os neurônios KNDy não somente expressam kisspeptina, dinorfina A e 

neurocinina B, mas também expressam os genes dos receptores de neurocinina A (Nk3) e 

dinorfina B, conhecido como receptor kappa-opioide (Kor) (Navarro, Gottsch et al. 2009). 

Essas evidências levaram a deduzir que os neurônios KNDy são interconectados. De fato, as 

subpopulações desses neurônios dos dois lados do ARC emitem projeções umas para as 

outras, as quais foram identificadas paralelamente ao assoalho do terceiro ventrículo 

atravessando a camada interna da ME, como demonstrado por estudos de rastreamento de 

tratos neurais em ratos (Krajewski, Burke et al. 2010) e de fotoestimulação unilateral em 

camundongos (Qiu, Nestor et al. 2016). Dessa forma, os neurônios KNDy sincronizariam 

sua atividade de forma a liberar sinais de iniciação e de terminação do pulso de GnRH e, por 
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consequência, do pulso de LH. Em roedores, os sinais iniciadores do pulso seriam a 

neurocinina B e a kisspeptina, enquanto a dinorfina A terminaria o pulso de GnRH (Kinsey-

Jones, Grachev et al. 2012, Qiu, Nestor et al. 2016). Contudo, apesar da expressão de Kiss1r 

e Nk3r em neurônios de GnRH (Han, Gottsch et al. 2005, Krajewski, Anderson et al. 2005), 

não há presença de Kor nesses neurônios em roedores (Mitchell, Prevot et al. 1997). 

Ainda, existe uma provável uma integração de atividade entre os neurônios KNDy e 

os neurônios kisspeptinérgicos do AVPV para controlar a atividade dos neurônios GnRH. 

Densas fibras imunorreativas para neurocinina B foram encontradas partindo do ARC em 

direção ao AVPV (Rance, Krajewski et al. 2010). Interessantemente, foi descoberto que os 

neurônios KNDy também  expressam o transportador vesicular de glutamato 2 (vGluT2) e 

liberam o neurotransmissor glutamato (Cravo, Margatho et al. 2011, Nestor, Qiu et al. 2016), 

o qual poderia estimular neurônios hipotalâmicos (Van Den Pol, Wuarin et al. 1990). Essa 

possibilidade de integração foi demonstrada pela estimulação de alta frequência de neurônios 

KNDy, a qual resulta na liberação de glutamato nos neurônios kisspeptinérgicos do AVPV. 

A ativação dos neurônios do AVPV pelos neurônios KNDy de forma sincronizada resultou 

numa robusta excitação dos neurônios GnRH (Qiu, Nestor et al. 2016). 

 

Papel da PRL na reprodução e controle neuroendócrino de sua secreção 

A PRL é um hormônio com efeitos sistêmicos bastante diversos que vão além de seu 

papel de promoção da lactação, originalmente descrito em coelhas (Riddle, Bates et al. 1933). 

Em fêmeas, a PRL está envolvida na modulação da função ovariana, no metabolismo 

energético, no comportamento materno e na resposta ao estresse e ansiedade (Grattan and 

Kokay 2008). Em roedores, a deleção do receptor de PRL (PRL-R) é capaz de reduzir a 

expressão de enzimas ovarianas envolvidas na esteroidogênese e de reduzir a sobrevivência 

de corpos lúteos. Esse último efeito é atribuído à capacidade da PRL de modular a expressão 

de receptores de LH nos corpos lúteos (Grosdemouge, Bachelot et al. 2003). Durante a tarde 

do proestro de ratas, ocorre um pico de secreção de PRL (Smith, Freeman et al. 1975), o qual 

induz adaptações comportamentais para a cópula e sensibiliza o corpo lúteo para responder 

a outros fatores luteotróficos caso ocorra uma implantação (Levine 2015). Um segundo pico 

circadiano de PRL acontece no período noturno sob indução de um estímulo cervical 

provocado pela cópula (Freeman, Smith et al. 1974). Esse pico noturno de PRL também 

ocorre durante todos os quatro primeiros dias da prenhes (Butcher, Fugo et al. 1972). 
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Classicamente, a PRL regula sua própria secreção agindo sobre o sistema 

dopaminérgico neuroendócrino hipotalâmico por meio de um mecanismo de feedback de alça 

curta (Ben-Jonathan and Hnasko 2001). Esse sistema é responsável por liberar dopamina de 

forma tônica na ME (Fuxe 1965), região que se configura como uma porta de entrada para o 

sistema vascular porta-hipofisário (Ben-Jonathan, Oliver et al. 1977, Gibbs and Neill 1978). 

A partir da circulação porta, a dopamina chega aos lactotrofos hipofisários, onde age em 

receptores dopaminérgicos do tipo D2, inibindo então a secreção de PRL (Meador-Woodruff, 

Mansour et al. 1989).  

Esse sistema liberador de dopamina responsável pela regulação da secreção de PRL 

é formado por populações distintas de neurônios dopaminérgicos, identificadas de acordo 

com a localização dos seus corpos celulares e seus respectivos terminais. Os neurônios 

tuberoinfundibulares dopaminérgicos (TIDA) encontram-se no ARC e projetam-se para a 

camada externa da EM (Kawano and Daikoku 1987). Os neurônios tuberohipofisários 

dopaminérgicos (THDA) residem na porção rostral do ARC e emitem projeções para os 

lobos intermediário e neural da hipófise (Holzbauer and Racke 1985). A população de 

neurônios dopaminérgicos periventriculares hipofisários (PHDA) é localizada no núcleo 

periventricular hipotalâmico e projeta para o lobo intermediário da hipófise (Goudreau, Falls 

et al. 1995). Entre essas populações, os neurônios TIDA emergem como os que secretam a 

maior parte da dopamina liberada na EM (Ben-Jonathan and Hnasko 2001). 

A natureza direta ou indireta da ação da PRL sobre neurônios dopaminérgicos tem 

sido demonstrada nos últimos anos. Estudos in vitro utilizando células hipotalâmicas fetais 

demostraram coexpressão de tirosina hidroxilase (TH) e PRL-R em 10% das células em 

cultura, sendo que essa mesma cultura também apresentava 20-25% de células de populações 

heterogêneas que expressavam PRL-R, mas não expressavam TH (Arbogast and Voogt 

1997). Por sua vez, um estudo in vivo, demonstrou que o tratamento com haloperiol, um 

antagonista do receptor de dopamina D2, foi capaz de aumentar os níveis circulantes de PRL, 

quadro este associado ao aumento da expressão de Fos nos neurônios TIDA de ratos 

(Hentschel, Moore et al. 2000). Ainda, estudos recentes demonstram que a PRL é capaz de 

atuar diretamente sobre os neurônios TIDA induzindo a fosforilação do fator ativador de 

transcrição de sinal e transdutor de ativação 5 (STAT5), bem como causando o aumento dos 

disparos de potenciais de ação destes neurônios em preparações de eletrofisiologia em fatias 

cerebrais (Romanò, Yip et al. 2013, Grattan 2015). 

 Outro importante regulador da secreção de PRL é o E2, , visto que o pico de PRL 

que ocorre durante a tarde do proestro está associado a elevados níveis de E2 (Smith, 
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Freeman et al. 1975). Esse fenômeno pode ser explicado pela ação do E2 tanto em nível 

hipofisário quanto hipotalâmico. Esse esteroide ovariano é capaz de estimular 

diretamente a secreção de PRL pela adenohipófise, através do aumento do número de 

lactotrofos (Takahashi, Okazaki et al. 1984, Scully, Gleiberman et al. 1997, Kansra, 

Yamagata et al. 2005, Kansra, Chen et al. 2010) e da alteração da responsividade destes 

à dopamina (Raymond, Beaulieu et al. 1978). À nível hipotalâmico, o E2 regula a 

secreção de PRL indiretamente através de sua ação em neurônios TIDA, via ERα (Jones 

and Naftolin 1990, Steyn, Anderson et al. 2007). A ação do E2 sobre esses neurônios é 

predominantemente inibitória (Demarest, Riegle et al. 1984, Arita and Kimura 1987, 

DeMaria, Lerant et al. 1999, Morel, Carón et al. 2009), a qual provoca redução da 

secreção de dopamina na circulação porta hipofisária e, assim, facilitação da secreção de 

PRL (Cramer, Parker et al. 1979, Blum, McEwen et al. 1987, Morrell, Rosenthal et al. 

1989). Ademais, o E2 pode regular respostas celulares à PRL em diversas regiões do 

hipotálamo, nas quais grande parte dos neurônios que expressam PRL-R também 

coexpressam ERα (Furigo, Kim et al. 2014). Nas populações de neurônios 

dopaminérgicos, o E2 pode regular a expressão de PRL-R de forma diferenciada, uma 

vez que os neurônios TIDA apresentam maior aumento da expressão de PRL-R em 

resposta ao E2 (Lerant and Freeman 1998). Além da responsividade de neurônios 

dopaminérgicos à PRL estar sob regulação esteroidal, a via de sinalização do PRL-R 

também é regulada pelo E2. Ratas ovariectomizadas tratadas com E2 apresentam aumento 

da fosforilação de STAT5 e dos níveis de RNAm de supressores de sinalização de 

citocinas na área preóptica e no ARC (Anderson, Kieser et al. 2008). Portanto, é descrito 

que a regulação estrogênica da secreção de PRL se dá nos diversos níveis hipotalâmico, 

hipofisário e celular. 

 

Envolvimento dos neurônios KNDy no controle da secreção de PRL  

Apesar da ação direta da PRL sobre neurônios dopaminérgicos hipotalâmicos os 

neurônios KNDy emergem como mediadores do controle da liberação de dopamina e a 

secreção de PRL (Grattan and Szawka 2019). Há quase três décadas é sabido que projeções 

dinorfinérgicas provenientes do ARC inervam densamente os neurônios TIDA 

(Fitzsimmons, Olschowka et al. 1992). Posteriormente, foi demonstrado que essa inervação 

é crítica para a regulação da secreção de PRL durante a gravidez e a lactação (Andrews and 

Grattan 2003) e que a dinorfina reduzia a atividade dos neurônios TIDA (Durham, Johnson 
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et al. 1996, Callahan, Klosterman et al. 2000). A partir da descoberta que essas projeções de 

dinorfina originadas no ARC eram provenientes de neurônios KNDy (Navarro, Gottsch et 

al. 2009), foi aventada a hipótese da kisspeptina regular a atividade de neurônios TIDA e, 

consequentemente, a secreção de PRL.  

De fato, foram identificadas por nosso grupo de pesquisa, projeções kisspeptinérgicas 

em contato com a pericaria de neurônios TIDA (Szawka, Ribeiro et al. 2010). 

Adicionalmente, neste último trabalho, foi observado que a injeção intracerebroventricular 

(ICV) de Kp-10 resultou em uma redução da secreção de dopamina pelos neurônios TIDA 

na ME, associada a uma elevação da secreção de PRL. Esse efeito sobre a secreção de PRL 

se mostrou dependente da dose de Kp-10, uma vez que doses mais altas desse peptídeo foram 

necessárias para aumentar a secreção de PRL quando comparado com a secreção de LH. Isso 

sugeriu que neurônios dopaminérgicos eram menos sensíveis à kisspeptina que neurônios 

GnRH. Uma vez observado que ratas em proestro, mas não em diestro, eram responsivas à 

Kp-10, foi testada a hipótese de que esse mesmo efeito era dependente de E2. Dessa forma, 

essa responsividade dos neurônios TIDA à kisspeptina foi testada em modelos de ratas 

ovariectomizadas (OVX) tratadas com E2 (OVX+E2), as quais mimetizam a condição de 

baixos níveis de E2 do diestro e a os altos níveis de E2 do proestro, respectivamente. As ratas 

OVX+E2 tratadas com Kp-10 apresentaram redução da atividade dopaminérgica na ME 

sugerindo uma ação central da kisspeptina de inibição de neurônios TIDA dependente de E2 

(Szawka, Ribeiro et al. 2010). Isso foi ao encontro da expressão de ERα que encontramos 

nos neurônios TIDA de ratos, cuja ativação seletiva se mostrou necessária para que a 

secreção de PRL respondesse à kisspeptina (Ribeiro, Leite et al. 2015, Aquino, Araujo-Lopes 

et al. 2017).  

Apesar da ação da kisspeptina sobre a atividade de neurônios TIDA, neurônios 

dopaminérgicos apresentam baixa expressão de receptores Kiss1r. Contudo, foi detectado 

RNAm para outro receptor com certa afinidade à kisspeptina, o receptor 1 do neuropeptídeo 

FF (Npffr1) (Elhabazi, Humbert et al. 2013), na maioria dos neurônios PHDA, mas em uma 

menor proporção em neurônios TIDA (Aquino, Kokay et al. 2019). Dessa forma, a ação da 

kisspeptina sobre os neurônios TIDA poderia ocorrer de maneira indireta. Nesse sentido, 

para investigar o papel de Kiss1r na regulação dopaminérgica, foi utilizada uma linhagem de 

camundongos knockout para esse receptor, exclusivamente em neurônios GnRH. Dessa 

maneira, foi possível avaliar a regulação da secreção de PRL sem o comprometimento da 

função reprodutiva associado a um modelo de knockout global de Kiss1r (Kirilov, Clarkson 

et al. 2013). Os animais com deficiência do Kiss1r em neurônios GnRH não apresentaram 
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aumento da liberação de PRL induzido por administração ICV de Kp-10. Em adição, a 

administração do antagonista de Kiss1r, kisspeptina-234, em ratas OVX+E2 foi capaz de 

bloquear o aumento de PRL induzido por Kp-10, mas sem alteração na atividade de 

neurônios TIDA (Aquino, Kokay et al. 2019). Esses achados indicaram que a supressão de 

neurônios TIDA induzida pela kisspeptina era independente de Kiss1r nesses neurônios e, 

dessa forma, a ação da kisspeptina sobre a regulação da secreção de PRL poderia se dar 

através de outras vias ainda não esclarecidas. 

Uma segunda possibilidade seria que outros peptídeos KNDy regulassem a atividade 

de neurônios TIDA, visto que a kisspeptina não parece atuar diretamente sobre esses 

neurônios dopaminérgicos de forma a impactar a secreção de PRL (Aquino, Kokay et al. 

2019). Fibras de neurocinina B são encontradas em aposição aos neurônios TIDA, os quais 

expressam Nk3r (Sawai, Iijima et al. 2012, Sawai, Iijima et al. 2014). A dinorfina é um 

peptídeo KNDy que poderia atuar na regulação da secreção de PRL, via inibição da liberação 

de dopamina, visto que há aposição de fibras dinorfinérgicas na pericária de neurônios TIDA 

(Fitzsimmons, Olschowka et al. 1992). Em linha com essa hipótese, um trabalho ainda não 

publicado de nosso grupo investigou os terminais de neurônios KNDy em contato com 

neurônios TIDA e demonstrou que o E2 promove uma mudança funcional nesses terminais, 

na qual o número de fibras kisspeptinérgicas diminuiu ao passo que o número de fibras 

dinorfinérgicas aumentou em ratas OVX+E2. Dessa forma, o E2 aumentou os inputs de 

dinorfina provenientes dos neurônios KNDy sobre os neurônios TIDA, inibindo a atividade 

dos neurônios TIDA e aparentemente desencadeando o pico de PRL induzido por E2 

(Araujo-Lopes, Yip et al. 2017). 

 

Envolvimento dos neurônios KNDy nas secreções concomitantes de LH e PRL 

É sabido que elevados níveis de E2 durante o proestro desencadeia um pico pré-

ovulatório de LH e, também, um pico de PRL. Sendo que, as fases do ciclo estral nas quais 

apresentam baixos níveis de E2, ambas secreções de LH e PRL se encontram em níveis basais 

(Smith, Freeman et al. 1975). De forma interessante, as secreções de pico de LH e PRL 

ocorrem de modo concomitante, o que gera a hipótese de que os neurônios KNDy poderiam 

possuir um papel de integração da regulação estrogênica e de sincronização das secreções 

pré-ovulatórias de LH e PRL. 

À nível de secreção basal, o padrão pulsátil de secreção de LH foi associado a pulsos 

simultâneos de PRL tanto em homens quando em mulheres de acordo com vários estudos 
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(Cetel and Yen 1983, Masaoka, Kitazawa et al. 1988, Veldhuis and JOHNSON 1988). Isso 

sugere que ambas as secreções de LH e PRL compartilham o mesmo “gerador de pulso”, o 

qual seria os neurônios KNDy em roedores (Clarkson, Han et al. 2017). Contudo, esse padrão 

pulsátil concomitante não é observado de forma uniforme em macacos e roedores, nos quais 

o padrão pulsátil de secreção de PRL ocorre apenas sob a influência de anestésicos e 

agonistas de dopamina (Belchetz, Dufy et al. 1978, Shin and Chi 1979). Assim, o padrão de 

secreção pulsátil de PRL parece ser naturalmente inibido de forma tônica em macacos e 

roedores, e ainda permanece pouco elucidado. 

Tanto a secreção basal quando a secreção de pico de LH e PRL foram investigadas 

por nosso grupo de pesquisa. Mostramos que a injeção ICV de kisspeptina-234 perturba a 

fase de pico das secreções de LH e PRL induzidas pelo E2 em ratas OVX+E2 (Aquino, 

Araujo-Lopes et al. 2017) e que o tratamento com tamoxifen, um modulador seletivo de ER, 

provoca redução de níveis basais de LH e PRL e bloqueia os picos das duas secreções 

hormonais em ratas OVX e OVX+E2. O bloqueio de ER nesses animais também provocou 

a inibição dos neurônios kisspeptinérgicos do AVPV, porém esse efeito foi menos evidente 

nos neurônios KNDy, o que sugere uma inibição do feedback positivo, mas não do feedback 

negativo do E2 sobre o hipotálamo (Aquino, Araujo‐Lopes et al. 2016). Esses achados 

sugerem que os neurônios kisspeptinérgicos do AVPV estariam envolvidos na secreção de 

pico PRL, mas não descartou a possibilidade dos neurônios KNDy modularem a ativação 

dos neurônios do AVPV através de projeções  dinorfinérgicas (Rance, Krajewski et al. 2010, 

Qiu, Nestor et al. 2016).  

Por outro lado, existem situações em que as secreções de LH e PRL não apresentam 

o mesmo padrão, e a PRL apresenta um efeito inibitório sobre a secreção de LH. Em ratos 

machos e fêmeas, a PRL apresenta um efeito de supressão do eixo HPG através da 

diminuição dos pulsos de GnRH e, consequentemente, de LH, o que indicaria que a PRL 

inibe a secreção de GnRH (Koike, Aono et al. 1984, Sarkar and Yen 1985, Fox, Hoefer et al. 

1987, Koike, Miyake et al. 1991, Park and Selmanoff 1991, Park, Keenan et al. 1993). Porém, 

a maioria dos neurônios GnRH não expressa PRL-R, enquanto que os RNAm de Prlr e Kiss1 

se colocalizam nos núcleos AVPV e ARC de roedores e também em várias outras espécies 

(Grattan, Jasoni et al. 2007, Kokay, Petersen et al. 2010, Lehman, Hileman et al. 2013). 

Interessantemente, os neurônios kisspeptinérgicos do AVPV são aparentemente quatro vezes 

menos responsivos à PRL quando comparados aos neurônios do ARC (Brown, Khant Aung 

et al. 2019), sugerindo que os neurônios KNDy desempenham um papel mais importante na 

mediação da ação da PRL sobre a secreção de GnRH. 
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Abordagens de estudo da função dos neurônios KNDy in vivo 

 Sabe-se que knockouts globais para kisspeptina ou para seu receptor não permitem 

a avaliação da função de cada uma das populações de neurônios kisspeptinérgicos. 

Abordagens mais específicas e locais se fazem necessárias para investigação da função 

dos neurônios KNDy em particular, visto o interesse em avaliar seu papel no controle das 

secreções de GnRH e LH. 

 Estudos que administraram injeções ICV ou intra-ARC de antagonista de Kiss1r, 

observaram uma diminuição da frequência de pulsos de LH (Li, Kinsey-Jones et al. 2009). 

Contudo, não foi esclarecido a participação dos neurônios KNDy na regulação da 

secreção de gonadotrofinas, uma vez que a administração intra-ARC do antagonista de 

Kiss1r interfere nos inputs de apenas um dos peptídeos KNDy, a kisspeptina, e não 

permite avaliar a participação dessa população como um todo, uma vez que o antagonista 

age apenas em um dos receptores alvo desses peptídeos. 

Através de estudo utilizando microinjeções bilaterais de vírus adeno-associado 

(AAV) para inserção de cDNA antisense de kisspeptina foi possível silenciar cerca de 

32% dos neurônios KNDy de ratas pré-puberes (Hu, Li et al. 2015). Apesar desse 

procedimento não ter afetado o início da puberdade e a manutenção da fertilidade das 

ratas, foi observado uma perturbação da ciclicidade estral, bem como a diminuição da 

frequência dos pulsos de LH, mas sem interferência nos picos pré-ovulatórios de LH.  

Por sua vez, um método mais preciso e eficaz para lesão de neurônios KNDy é a 

técnica utilizando saporina, uma toxina inativadora de ribossomo, conjugada a agonista 

do Nk3r (NK3-SAP). O primeiro estudo a empregar essa técnica alcançou uma lesão 

seletiva de 95% do número de neurônios imunorreativos (ir) à kisspeptina no ARC, o que 

provocou a redução da secreção LH e FSH em ratas OVX e OVX+E2 (Mittelman-Smith, 

Williams et al. 2012). A seletividade dessa lesão foi validada através da marcação 

imunohistoquímica das populações neuronais vizinhas que expressam 

proopiomelanocortina (POMC), neuropeptíeo Y (NPY) e GnRH, as quais permaneceram 

intactas. (Mittelman-Smith, Williams et al. 2012). Nesse trabalho, as coletas de sangue 

foram realizadas apenas no período da manhã, entre às 7:00 e 11:00 h. Porém, esse não é 

um horário ideal para análise dos picos de LH e PRL, uma vez que em ratas intactas em 

proestro e no modelo OVX+E2 os picos pré-ovulatórios desses hormônios ocorre no 

período da tarde (Smith, Freeman et al. 1975, Szawka, Rodovalho et al. 2009). Portanto, 
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Mittelman-Smith et al. (2012) descreveram um importante papel dos neurônios KNDy na 

secreção basal de LH e FSH, ao passo que a participação desses neurônios no feedback 

positivo de E2 ainda não foi totalmente elucidada. 

Adicionalmente, um segundo trabalho utilizando a técnica NK3-SAP, alcançou 

uma lesão de 65% dos neurônios ir à kisspeptina no ARC, a qual foi considerada uma 

ablação parcial (Helena, Toporikova et al. 2015). Por sua vez, essa lesão provocou a 

redução tanto da secreção basal quanto na secreção de pico de LH em ratas OVX e 

OVX+E2, o que sugere que os neurônios KNDy participem tanto do mecanismo de 

feedback negativo quanto do feedback positivo do E2 exercido sobre o eixo HPG.  Helena 

et al. (2015) aventaram a hipótese de que a ablação dos neurônios KNDy removeria o 

input inibitório de dinorfina provenientes desses neurônios sobre os neurônios do AVPV, 

o que resultaria no aumento da amplitude do pico de LH induzido por E2. De fato, a 

administração intra-AVPV de um antagonista seletivo à Kor, a nor-binaltorfimina (nor-

BNI), foi capaz de amplificar a magnitude do pico de LH em ratas OVX+E2, ao passo 

que a reposição de dinorfina intra-AVPV reduziu a magnitude do pico. Dessa forma, esse 

trabalho demonstrou que os neurônios KNDy apresentam um papel de limitar a 

magnitude do pico de LH induzido por E2, através de uma inibição dos neurônios 

kisspeptinérgicos do AVPV mediada pela dinorfina. Ademais, esse trabalho validou a 

seletividade da lesão em preservar neurônios TIDA, através da marcação de TH no ARC 

(Helena, Toporikova et al. 2015), a qual permitiu inferir que esse método de lesão 

neuronal poderia ser usado para investigar o papel dos neurônios KNDy na secreção de 

PRL, o que foi feito no estudo subsequente descrito logo a seguir. 

O papel da dinorfina sobre a secreção dos picos diurno e noturno de PRL foi 

avaliado por Stathopoulos et al. (2016). Através do uso de nor-BNI, foi demonstrado que 

a dinorfina desempenha um papel de facilitação do pico noturno de PRL, mas não altera 

o pico diurno de PRL induzido por E2. Esse efeito do nor-BNI sobre o pico noturno foi 

associado ao aumento da secreção dopaminérgica na ME, sugerindo a possibilidade da 

dinorfina atuar sobre neurônios dopaminérgicos para facilitar a secreção de PRL. Nesse 

sentido, foi avaliada a expressão de Kor no ARC de ratas OVX, porém dificuldades 

técnicas impossibilitaram atestar se essa expressão se dava em neurônios TIDA, gerando 

evidência da presença de Kor no ARC, mas determinar em quais neurônios. Por sua vez, 

uma lesão de cerca de 50% dos neurônios KNDy, por NK3-SAP, atenuou o pico de PRL 

induzido por E2, mas apresentou pouco impacto sobre o pico noturno de PRL, sugerindo 

que mecanismos neurais diferentes controlariam esses dois modos de pico de PRL 
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(Stathopoulos, Helena et al. 2016). Contudo, ainda não foi totalmente esclarecido quais 

são os mecanismos neurais responsáveis pelo controle do pico de PRL e como esses 

circuitos atuam nesse processo. 

Por fim, em um estudo recente, a ablação de cerca de 90% dos neurônios KNDy 

em ratas, resultou em redução de ganho de peso corporal e irregularidade estral, 

acompanhada de redução do número de corpos lúteos, aumento da atresia folicular, bem 

como um quadro de hipogonadismo hipogonadotrófico, caracterizado por baixos níveis 

de secreção basal de LH (Mittelman-Smith, Krajewski-Hall et al. 2016). Apesar dos 

dados contraditórios sobre a perda de neurônios KNDy e secreção basal de LH, esse 

trabalho demonstrou que o pico de LH induzido por E2 foi amplificado no modelo de 

ratas OVX+E2, o que corrobora o papel dos neurônios KNDy no feedback positivo de E2 

(Mittelman-Smith, Krajewski-Hall et al. 2016). Entretanto, ainda existem lacunas a serem 

esclarecidas quanto à participação dos neurônios KNDy no controle da secreção de LH e 

PRL em ratas.  

 Considerando-se que os neurônios KNDy expressam ERs e projetam-se para neurônios 

GnRH e neurônios TIDA, eles estão em posição central para mediar os efeitos regulatórios do E2 

sobre a secreções de LH e PRL. Entretanto, pelo fato de produzirem três peptídeos com efeitos 

celulares distintos é provável que os neurônios KNDy apresentem múltiplos efeitos 

neuroendócrinos. Contudo, como estes efeitos são integrados no hipotálamo e quais os principais 

impactos reprodutivos da perda desta população neuronal ainda permanecem pouco entendidos. 

Neste estudo, investigamos de forma integrada nos mesmos animais os efeitos da perda seletiva dos 

neurônios KNDy sobre a atividade do eixo HPG e do eixo neuroendócrino da PRL em ratas.    
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2. OBJETIVOS 

Objetivo geral: 

Este trabalho teve por objetivo determinar de forma integrada os efeitos da lesão 

neuroquímica dos neurônios KNDy sobre a função do eixo HPG e regulação estrogênica 

da secreção de LH e PRL em ratas. 

 

Objetivos específicos: 

1. Avaliar o efeito da lesão neuroquímica dos neurônios KNDy com NK3-SAP sobre a 

função do ovariana de ratas.  

2. Avaliar o efeito da lesão neuroquímica dos neurônios KNDy sobre a secreção de LH e 

PRL em ratas OVX+E2. 

3. Avaliar o efeito da lesão neuroquímica dos neurônios KNDy sobre a secreção de LH 

em ratas OVX. 

4. Avaliar o efeito da lesão neuroquímica dos neurônios KNDy sobre a atividade 

enzimática dos neurônios TIDA. 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

Animais 

 Ratas Wistar adultas pesando entre 220 e 260 g provenientes do Centro de 

Bioterismo do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais 

(CEBIO/UFMG) foram mantidas em gaiolas coletivas de polipropileno (39 x 32 x 17 

cm), à temperatura de 22 ºC, luz controlada (12:00 h claro / 12:00 h escuro), com água e 

ração ad libitum. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA Nº 83/2014). 

 

Planejamento experimental 

Efeito da lesão neuroquímica dos neurônios KNDy sobre a atividade ovariana e a 

regulação das secreções de LH e PRL em diferentes condições estrogênicas em ratas   

 Sabe-se que os neurônios KNDy expressam ERs (Smith, Cunningham et al. 2005), 

apresentam comunicação direta com neurônios chave dos eixos HPG (Kinoshita, 

Tsukamura et al. 2005, Clarkson and Herbison 2006) e também participam do controle 
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neuroendócrino da secreção de PRL (Szawka, Ribeiro et al. 2010). Assim, esses 

neurônios são potenciais integradores hipotalâmicos da regulação estrogênica de 

processos reprodutivos, tais como a secreção de LH e PRL e a atividade ovariana. Embora 

o papel dos neurônios KNDy no feedback negativo do E2 seja bem estabelecido na 

literatura, é necessário elucidar sua função no controle da secreção basal de LH (Helena, 

Toporikova et al. 2015, Mittelman-Smith, Krajewski-Hall et al. 2016), bem como o seu 

envolvimento nos picos pré-ovulatórios de LH e PRL induzidos por E2 (Mittelman-

Smith, Williams et al. 2012, Helena, Toporikova et al. 2015, Mittelman-Smith, 

Krajewski-Hall et al. 2016, Stathopoulos, Helena et al. 2016). Adicionalmente, é 

necessário investigar melhor os efeitos da perda desses neurônios sobre a função ovariana 

e reprodutiva em ratas (Mittelman-Smith, Krajewski-Hall et al. 2016). Desse modo, este 

trabalho avaliou de forma integrada os efeitos da lesão neuroquímica dos neurônios 

KNDy sobre a função gonadal e a regulação estrogênica da secreção de LH e PRL no 

modelo de ratas OVX e OVX+E2, a fim de investigar o envolvimento destes neurônios 

no feedback positivo e negativo do E2 sobre o LH e nos mecanismos neuroendócrinos 

que desencadeiam o pico de PRL induzido por E2. 

Ratas Wistar com ciclo estral regular receberam injeções estereotáxicas intra-

ARC de NK3-SAP (NK3-SAP; n = 5) ou veículo (Veh; n = 6). Após a cirurgia 

estereotáxica, o ciclo estral foi monitorado diariamente durante 21 dias e, em seguida, as 

ratas foram OVX. Os ovários foram coletados e processados para análise histológica. Os 

animais foram tratados com cipionato de E2 (modelo OVX+E2; 10 μg/0.2 mL/rata/dia, 

subcutâneo, Pfizer, diluído em óleo de milho). Esse tratamento hormonal com cipionato 

de E2 é capaz de produzir níveis plasmáticos fisiológicos de 17β-E2 (Szawka, Rodovalho 

et al. 2009). O tratamento foi realizado por três dias e no quarto dia, amostras de sangue 

foram colhidas pela cauda a cada 30 minutos das 13:00 h às 19:00 h para análise 

hormonal. Após 6 dias, iniciou-se o tratamento das ratas com óleo de milho por três dias 

(modelo OVX). No quarto dia após início do tratamento e, portanto, décimo dia após 

experimento no modelo OVX+E2, amostras de sangue foram obtidas novamente pela 

cauda nos mesmos horários da coleta anterior para realização da análise hormonal. Logo 

após a última coleta, os animais foram anestesiados, perfundidos transcardiacamente e os 

cérebros coletados para análise imunohistoquímica de kisspeptina, TH e pTH. O desenho 

experimental está esquematizado na figura 1A. 
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Cirurgias e drogas 

Uma solução de xilazina [10 mg/kg, intraperitoneal (i.p.)] e cetamina (cloridrato 

de cetamina; 80 mg/kg, i.p.) foi administrada antes da cirurgia estereotáxica como 

anestésico e analgésico geral. Uma injeção local de 0,2 mL de lidocaína (cloridrato de 

lidocaína 2%) foi utilizada como anestésico local e vasoconstritor. Como anti-

inflamatório foi usado injeção subcutânea (s.c.) de bananine (flunixina meglumina 2,5 

mg/kg, s.c.). Para o tratamento antimicrobiano, pentabiótico intramuscular 

(benzilpenicilina benzatina, procaína, potássica e sulfato de estreptomicina 55,3%; 

24.000 UI/kg, i.m.) foi aplicado. Os animais anestesiados foram colocados no aparato 

estereotáxico e receberam 2 injeções bilaterais de NK3-SAP (10 ng/100 nL/injeção; 

Advanced Targeting Systems, San Diego, CA) (Mittelman-Smith, Krajewski-Hall et al. 

2016) ou tampão fosfato salina (PBS; 0,14 M cloreto de sódio; 0,003 M cloreto de 

potássio; 0,002 M fosfato de potássio; 0,01 M fosfato de sódio; pH 7,4). As coordenadas 

estereotáxicas utilizadas foram: 2,4 e 3,5 mm posterior ao bregma; ± 0,5 mm lateral a 

partir do seio venoso; 9,7 mm de profundidade ventral a partir da superfície do crânio; 

com a barra de incisivo em –3.3 mm (Paxinos and Watson 2009). O sistema de 

microinjeção foi constituído de uma agulha gengival 30 G 0,3 x 144 mm (INJECTA, 

Ibiporã, PR, Brasil) adaptada e conectada a um tubo de polietileno inserido em uma 

seringa Hamilton de 10 µL acoplada a uma bomba microinjeção digital (kdScientific, 

Holliston, MA, U.S.A.). Após as injeções, a agulha permaneceu no local por 1 minuto 

para prevenir o refluxo da solução. Após esse tempo, a agulha foi removida e a incisão 

na pele foi suturada.  

Após 21 dias de realização da cirurgia estereotáxica, foi realizada a ovariectomia 

dos animais sob o mesmo protocolo de anestesia, analgesia e tratamento antimicrobiano. 

Os animais passaram por incisões bilaterais na pele e no tecido muscular. Os ovários 

foram removidos após o clampeamento das extremidades coronais dos cornos uterinos. 

As incisões na pele e no músculo foram suturadas. 

Ao final da última coleta de sangue realizada às 19:00 h do último dia de 

experimento, os animais receberam uma overdose de anestésico (cetamina 300 mg/kg e 

xilazina 30 mg/kg, i.p.) e foram perfundidos através da artéria aorta ascendente com 50 

mL de PBS heparinizado (0,01 M PBS, 5 UI/mL heparina) seguido de 400 mL de 

paraformaldeído (PFA) 4% diluído em tampão fosfato (PB; 0.1 M , pH 7,4), ambos à 

temperatura ambiente.   
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Citologia vaginal 

 Para o acompanhamento do ciclo estral, foram feitas colheitas diárias de secreção 

vaginal em solução fisiológica. As amostras foram observadas ao microscópico óptico no 

aumento de 10x e discriminadas de acordo a predominância dos diferentes tipos celulares. 

Amostras com predominância de leucócitos, células nucleadas e células cornificadas 

foram classificadas como as fases de diestro, proestro e estro, respectivamente. (Freeman 

2006). 

 

Histologia ovariana 

 Os ovários foram coletados e fixados inteiros em solução de PFA 8% por no 

mínimo 24 h. Em seguida foi realizada a pós-fixação em PFA 4% durante 10 minutos. O 

processamento para desidratação do tecido foi realizado em álcool 70%, 80%, 90%, 

absoluto I, absoluto II e a diafanização em soluções de xilol I e II, subsequentemente, 

com duração de 10 minutos em cada etapa. Em seguida, o tecido foi submetido a três 

banhos de parafina com temperatura entre 59 – 62 ºC, e duração de 30 minutos cada um. 

Posteriormente, os ovários foram emblocados em parafina para posterior realização dos 

cortes histológicos em micrótomo. Um ovário aleatório de cada animal foi seccionado 

por inteiro a uma espessura de 7 µm com auxílio de um micrótomo manual (Leica 

RM2125, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Uma a cada dez secções foi corada 

com hematoxilina e eosina e analisada ao microscópio óptico com câmera acoplada 

(Axiovision 3.1, Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha) nas objetivas de 20x e 40x. Foram 

quantificados corpos lúteos, folículos saudáveis e atrésicos em toda a área das secções 

(Yoshida, Sanbuissyo et al. 2009). Folículos saudáveis foram classificados em 

primordiais, pequenos (< 50 µm), médios (50 - 170 µm) e grandes (> 170 µm) (Pedersen 

and Peters 1968). Os nucléolos e núcleos foram usados como referência para contagem, 

a fim de evitar duplicação. A quantificação de folículos primordiais e pequenos foi 

normalizada por um fator de correção de 10x de acordo com o espaçamento entre as 

secções analisadas (Tilly 2003).  

 

Tratamentos hormonais 

 Em duas ocasiões distintas, cada rata OVX recebeu tratamentos diários com 

cipionato de E2 (10 µg/0,2 mL por rata, s.c.; Pfizer) ou óleo de milho (0,2 mL por rata) 
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durante 3 dias pela manhã e as coletas de sangue foram realizadas no quarto dia após o 

início do tratamento. Esse regime de tratamento de E2 é capaz de produzir níveis 

plasmáticos fisiológicos de 17β-E2 e induzir picos de LH e PRL similares aos que 

ocorrem naturalmente na tarde do proestro (Szawka, Rodovalho et al. 2009, Aquino, 

Araujo‐Lopes et al. 2016, Aquino, Araujo-Lopes et al. 2017). 

 

Ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) para LH e PRL 

Para avaliação da secreção de LH e PRL foi utilizado o método de coleta de sangue 

pela cauda da rata, como descrito previamente pelo nosso laboratório (Aquino, Araujo-

Lopes et al. 2017). Os animais foram treinados diariamente, a partir do primeiro dia de 

experimento. Durante o treinamento, grupos de 4–5 ratas foram mantidas em suas 

respectivas caixas coletivas habituais e movidas para uma caixa idêntica ao lado uma a 

uma por um único experimentador, o qual envolveu o animal em uma toalha para simular 

a ordenha pela cauda. As ratas foram transferidas para a sala de experimentos uma semana 

antes da realização das coletas. No momento de cada coleta, o mesmo procedimento foi 

repetido, porém acrescentando um pequeno corte na ponta da cauda utilizando uma 

tesoura esterilizada. Foram coletadas amostras de sangue com volume de 10 µL, das 

13:00 h às 19:00 h com intervalos de 30 minutos, totalizando 13 amostras. As amostras 

de sangue foram imediatamente diluídas em PBS com tween 20 (PBS-T) em diluição de 

20 vezes, congeladas em gelo seco e então transferidas para um freezer a –20ºC. 

 As amostras de sangue total foram processadas por ensaio de ELISA sanduíche para 

quantificação dos níveis plasmáticos de LH e PRL, seguindo o método descrito 

anteriormente (Aquino, Araujo-Lopes et al. 2017, Silva, Henriques et al. 2020). Para o 

ensaio de ELISA de LH, foram pipetados 50 µL de anticorpo monoclonal anti-LH-β 

bovino (518B7, UC Davis; RRID: AB_2756886; diluição 1:2.500) como anticorpo de 

captura primário em cada poço de placas de 96 poços (9018, Corning, Kennebunk, ME, 

EUA), as quais foram incubadas à 4 ºC overnight. O anticorpo de captura foi decantado 

e os poços foram incubados com 200 µL de tampão de bloqueio (leite desnatado 5 % em 

PBS-T) por 2 h à temperatura ambiente. A curva padrão foi preparada previamente 

usando uma diluição seriada de duas vezes de LH RP-3 de rato [AFP718B, National 

Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases–National Hormone and Pituitary 

Program (NIDDK-NHPP)] em 0,2% de albumina de soro bovino PBS-T. Os poços foram 

incubados com 50 µL de amostras de sangue total em uma diluição de 1:20 à temperatura 
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ambiente por 24 h. As placas foram lavadas e os poços incubados com 50 µL de anticorpo 

de detecção policlonal de coelho anti-LH de rato (AFP240580Rb, NIDDK-NHPP; 

diluição 1:40.000) como anticorpo de detecção por 24 h à 4 ºC. O ELISA de PRL foi 

realizado seguindo os mesmos passos descritos acima, exceto pela utilização de anticorpo 

de captura produzido em cobaia anti-PRL de rato (AFP65191, NIDDK-NHPP; RRID: 

AB_2756841; diluição 1:1.500), do anticorpo policlonal de coelho anti-PRL de rato 

(AFP131581570, NIDDK-NHPP; RRID: AB_2722653; diluição 1:70.000) como 

anticorpo de detecção. A curva padrão foi preparada previamente usando uma diluição 

seriada de duas vezes de PRL PR-3 de rato (AFP-4459B, NIDDK-NHPP). Em ambos os 

ensaios, anticorpo de cabra anti-imunoglobulina-G de coelho (anti-IgG; P044801-2, Dako 

Pathology Solutions, EUA; RRID: AB_2617138; diluição 1:2.000) foi usado como 

anticorpo secundário conjugado à peroxidase. Após uma lavagem final, os poços foram 

incubados com 100 µL de o-fenilendiamina (P1526, Sigma-Aldrich; 2 mg/mL), diluída 

em tampão citrato-fosfato, com pH 5,0, contendo 0,02% de peróxido de hidrogênio 

(H₂O₂) por 45 minutos à temperatura ambiente. Essa reação foi parada com 50 µL de 

ácido clorídrico (HCl, 3 M). Em ambos os ensaios hormonais, a leitura das placas foi feita 

em um comprimento de onda de 490 nm para determinação da absorbância e de 650 nm 

para determinação de correção de fundo usando leitor de placa espectrofotômetro (Epoch 

Microplate Spectrophotometer, Biotek Instruments, Winooski, VT, EUA). As amostras 

testadas para o mesmo hormônio foram processadas em um mesmo ensaio para minimizar 

a variação. As concentrações hormonais foram produtos da interpolação entre densidade 

óptica de amostra e da regressão não linear de suas respectivas curvas padrão. A 

sensibilidade dos ensaios de PRL e LH foi de 0,20 e 0,07 ng/mL respectivamente. 

 

Processamento dos cérebros  

Os cérebros perfundidos foram coletados, pós-fixados em PFA 4% por 2 h à 4 ºC 

e em seguida crioprotegidos em sacarose 30%. Os tecidos permaneceram nessa última 

solução até alcançarem a saturação, que foi constatada quando os cérebros se 

encontravam precipitados no fundo do recipiente, processo que durou aproximadamente 

48 h. Em seguida, os cérebros foram congelados em isopentano 99%, à uma temperatura 

entre -40 e -50 ºC, durante 60 segundos. Depois de congelados, as amostras foram 

armazenadas em freezer -80 ºC até a realização da microtomia. Em um criostato, fatias 

de 30 µm, entre as coordenadas 0,48 e 0,72 mm posteriores ao bregma (Paxinos and 
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Watson 2009), foram seccionadas e separadas em quatro séries de secções. As secções 

foram mantidas em solução crioprotetora à -20 ºC (Watson Jr, Wiegand et al. 1986) até a 

realização dos ensaios descritos a seguir. 

 

Imunohistoquímica 

Os ensaios de imunohistoquímica foram realizados usando o método de flutuação 

livre descrito previamente (Araujo-Lopes, Crampton et al. 2014, Aquino, Araujo‐Lopes 

et al. 2016). Entre cada passo do processo, as secções foram lavadas em PBS, exceto 

quando mencionada uma solução diferente. Todos os passos foram realizados à 

temperatura ambiente, exceto quando mencionado outra temperatura em algum 

determinado momento. Os anticorpos primário e secundário foram diluídos em PBS 

contendo Triton X-100 0,3 % (TX-100) e albumina bovina 1 % (BSA). O primeiro passo 

consistiu na lavagem dos cortes que foi realizada dez vezes por 6 minutos cada para 

remoção da solução crioprotetora.  

Para a marcação de kisspeptina, uma série de cortes do ARC foi processada 

segundo os passos descritos previamente (Szawka, Ribeiro et al. 2010). Após a lavagem 

inicial mencionada acima, as secções passaram por uma lavagem com glicina 0,1 M por 

10 minutos, com o objetivo de expor os sítios antigênicos que podem ocasionalmente ser 

mascarados pela fixação com PFA 4%, e posteriormente incubadas com TX-100 0,4% 

por 30 minutos. O TX-100 atua permeabilizando a membrana celular, o que possibilita a 

posterior difusão dos anticorpos. Foi realizada a incubação das secções com peróxido de 

hidrogênio 1% por um período de 30 minutos, a fim de inativar as peroxidases endógenas 

do tecido. As secções foram incubadas por 1 h com BSA 3%, para reduzir as ligações 

inespecíficas dos anticorpos primário e secundário a serem utilizados. Os cortes foram 

incubados em um anticorpo primário anti-kisspeptina-10 de camundongo produzido em 

coelho (A.C. 564; diluição 1:30.000) por 1 h à temperatura ambiente e em seguida 

passaram 47 h à temperatura de 4 ºC. As secções foram incubadas em anticorpo 

secundário anti-IgG de coelho biotinilado produzido em cavalo (BA-1100; diluição 

1:2.000; Vector Laboratories) por 2 h. Como ligante para o anticorpo secundário, foi 

utilizado uma incubação em um complexo avidina-biotina (Elite ABC kit, Vector 

Laboratories; diluição 1:400) por 1 h seguido de lavagem em PBS e lavagem em solução 

Tris-HCl. Como cromógeno, foi utilizado uma solução de Ni-DAB-HCl peroxidase (Ni, 

25 mg/mL; DAB, 0,2 mg/mL; H2O2, 0,03%) por 20 minutos. Essa reação foi parada 
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através de lavagem com tris-HCl seguida de lavagem com PBS. Os cortes foram 

montados sobre lâminas gelatinizadas que passaram por um processo de secagem natural 

por 24 h. Em seguida, as lâminas foram hidratadas com água destilada e desidratadas com 

álcoois em concentrações crescentes. As lâminas foram diafanizadas em xilol e, ao final 

do processo, os cortes foram protegidos por uma lamínula colada com Entellan (Merck). 

A dupla-marcação para TH e TH fosforilada na serina 40 (S⁴⁰pTH) foi realizada 

como descrito previamente (Silva, Aquino et al. , Aquino, Araujo-Lopes et al. 2017). Uma 

série de cortes do ARC passou pela lavagem inicial com PBS seguida de uma lavagem 

com boridreto de sódio 0,1 M. Os cortes foram incubados em solução TX-100 0,4% por 

30 minutos e em BSA 3% por 1 h. Em seguida, foram incubados em um coquetel de 

anticorpo primário de coelho anti-S⁴⁰pTH de rato (36-8600; Zymed Laboratories; 

Invitrogen, Camarillo, CA, USA; diluição 1:10.000) e anticorpo primário de camundongo 

anti-TH de rato (T1299, Sigma-Aldrich; diluição 1:10.000) por 48 h à 4 ºC. Os anticorpos 

secundários fluorescentes anti-IgG de coelho produzido em burro (IgG 488-coupled, 

Molecular Probes, Eugene, OR, USA; diluição 1:1.000) e anti-IgG de camundongo 

produzido em cabra (IgG 568-coupled, Alexa Fluor, Molecular Probes; diluição 1:1.000) 

foram incubados por 2 h na ausência de luz. Os cortes passaram por uma lavagem final e 

foram montados sobre lâminas gelatinizadas que passaram por um processo de secagem 

natural por 24 h. Em seguida, as lâminas foram hidratadas com água destilada e 

desidratadas com álcoois em concentrações crescentes. As lâminas foram diafanizadas 

em xilol, preservadas por uma lamínula colada com Kristalon e mantidas em uma caixa 

protegida da luz.  

 

Obtenção e análise das imagens das secções cerebrais 

Fotomicrografias bilaterais de cerca de 4 secções de ARC foram adquiridas 

utilizando a objetiva de 20x de um microscópio óptico acoplado a um sistema de câmera 

digital (Axiocam MRC e Axiovision SE64, Zeiss) para análise do número de neurônios 

imunorreativos para kisspeptina no ARC. Esses neurônios foram identificados pelos 

corpos neuronais corados em preto. Esses corpos foram detectados e contabilizados 

bilateralmente em cada secção de forma automática usando as ferramentas de análise e 

contagem de partículas de acordo com a circularidade do programa Image J (ImageJ 

1.48v, Wayne Rasband, National Institutes of Health, EUA). Essa análise automática foi 

conferida e corrigida à medida que o observador identificava artefatos nas secções sem 
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conhecimento prévio dos grupos experimentais. As secções de ARC com dupla marcação 

para TH e S⁴⁰pTH foram fotomicrografadas bilateralmente utilizando a objetiva de 20x 

de um microscópio fluorescente (Axiovert 40 CFL, Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha) 

acoplado a um sistema de câmera digital (Axiocam MRC e Axiovision SE64, Zeiss), em 

uma sala escura. Os neurônios imunorreativos à TH foram quantificados bilateralmente 

em cerca de 4 secções de ARC. Fotomicrografias de cerca de 2 secções da região da EM 

do ARC foram usadas para a análise da imunorreatividade à TH e S⁴⁰pTH nos terminais 

dos neurônios TIDA. Para tanto, uma região de interesse (ROI) de 280 x 140 µm foi 

delimitada na camada externa da EM. A densidade óptica integrada (IOD) de S⁴⁰pTH e 

TH, delimitada por esse ROI, foi quantificada através do programa ImageJ (ImageJ 1.48v, 

Wayne Rasband, National Institutes of Health, EUA). Os valores de IOD de TH, S⁴⁰pTH 

e da razão de S⁴⁰pTH por TH (S⁴⁰pTH/TH) foram normalizados como porcentagens do 

grupo controle Veh (Considerado 100%). 

 

Análise estatística  

 Os dados foram apresentados como média ± erro padrão da média (SEM) e analisados 

com GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, EUA). Quando necessário, os dados 

foram transformados em escala logarítmica antes das análises para corrigir a heterogeneidade 

das variâncias. Os dados de ovário e de imunohistoquímica foram analisados por teste t de 

Student. Para comparações de peso corporal e frequências de ciclo estral, foi utilizada a 

análise de variância (ANOVA) de duas vias. Para as análises hormonais de comparação de 

dados ao longo da escala de tempo dentro do mesmo grupo foi utilizada ANOVA de uma 

para medidas repetidas. No caso de comparação entre grupos ao longo do tempo, utilizamos 

ANOVA de duas vias. As respostas hormonais integradas foram expressas como área sob a 

curva (AUC) e comparadas usando ANOVA de duas vias ou teste t de Student. Em todos os 

casos, ANOVA foi seguida do pós-teste de Holm-Sidak. Para comparação das proporções de 

animais que apresentaram picos hormonal em categorias de tempo, foi utilizado o teste de 

Chi-quadrado. P < 0,05 foi considerado estatisticamente significante. 
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3. RESULTADOS 

Lesão neuroquímica seletiva para neurônios KNDy 

 Para avaliar a extensão da lesão neuroquímica de neurônios KNDy por injeção de 

NK3-SAP, realizamos a marcação de cortes do ARC para kisspeptina. Sete semanas após 

as injeções intra-ARC de NK3-SAP ou Veh, as ratas NK3-SAP apresentaram redução 

média de dois terços no número de neurônios imunorreativos à kisspeptina no ARC em 

relação às ratas Veh (t9 = 6,7, P < 0,001, Fig. 1D), como determinado pelo teste t de 

Student. Desse modo, esse resultado indica uma lesão neuroquímica seletiva de 

aproximadamente 66% dos neurônios KNDy. 

 

Figura 1: Lesão neuroquímica seletiva de neurônios kisspeptina/neurocinina B/dinorfina A 

(KNDy). (A) Linha do tempo experimental. O esfregaço vaginal (V. smearing) foi realizado 3 

semanas antes e 3 semanas depois das injeções (dia 0) de um agonista do receptor 3 de neurocinina 

B conjugado a saporina (NK3-SAP, n = 5) ou veículo (Veh, n = 6) no núcleo arqueado (ARC). 

Os animais foram ovariectomizados (Ovariectomy) no dia 21 e receberam reposição de cipionato 

de estradiol (E2) por três dias (dias 25-27) antes da coleta de sangue (dia 28). Em seguida, os 

animais receberam tratamento com óleo de milho por três dias (dias 34-36) antes da segunda 

coleta de sangue, eutanásia e perfusão (dia 37). (B-C) Imagens representativas mostrando 

neurônios kisspeptinérgicos indicados por setas no ARC. (D) Média ± SEM do número de 

neurônios imunorreativos para kisspeptina (Kp-ir) por secção no ARC. ***P < 0,001 comparado 

ao grupo Veh, determinado por teste t de Student. 3V, terceiro ventrículo. Escala, 100 μm. 

 

Efeito da lesão dos neurônios KNDy no peso corporal e na ciclicidade estral 

 O peso corporal foi monitorado semanalmente durante o experimento. Entre 7 e 

35 dias após a injeção intra-ARC, o grupo NK3-SAP apresentou menor peso corporal em 

comparação ao grupo Veh (F1,90 = 12,4, P < 0,001) como determinado por ANOVA de 
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duas vias (Fig. 2A). Pelo fato do principal efeito da lesão dos neurônios KNDy ocorrer 

no eixo reprodutivo (Mittelman-Smith, Krajewski-Hall et al. 2016), nosso trabalho 

avaliou também a função gonadal desses animais. Como apresentado na figura 2B e C, 

as ratas NK3-SAP apresentaram ciclos irregulares com uma redução na frequência de 

proestros em comparação ao período antes da lesão (F₁,20 = 26,6; P < 0,05) e uma 

pronunciada redução na ocorrência de estros em relação ao período anterior (F₁,20 = 19,2; 

P < 0,05) e ao grupo Veh (F₁,20 = 14,9; P < 0,05). O grupo NK3-SAP também apresentou 

aumento na frequência de diestros em relação ao período anterior (F₁,20 = 36,7; P < 0,001) 

e ao grupo Veh (F₁,20 = 12,3; P < 0,05). Por sua vez, os pesos ovarianos dos grupos NK3-

SAP e Veh foram similares (Fig. 2D). Esses resultados demonstram que a perda 

substancial de neurônios KNDy reduziu o ganho de peso corporal, perturbou a ciclicidade 

estral, mas não alterou o peso ovariano. 

 

Figura 2: Perda seletiva de neurônios kisspeptina/neurocinina B/dinorfina A (KNDy) reduz o 

ganho de peso corporal, perturba a ciclicidade estral, mas não altera o peso ovariano. Efeito 

de injeções intra-núcleo-arqueado de um agonista do receptor 3 de neurocinina B conjugado a 

saporina (NK3-SAP, n = 5) ou veículo (Veh, n = 6) no peso corporal e na ciclicidade estral. (A) 
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Medidas semanais de peso corporal. ##P < 0,01 comparado com grupo Veh, determinado por 

ANOVA de duas vias. OV, ovariectomia. (B) Ciclos estrais representativos de 20 dias antes e 20 

dias depois da injeção de Veh ou NK3-SAP (dia 0). As fases do ciclo estral foram representadas 

de acordo com as células predominantes na citologia vaginal: células cornificadas (C) para estro, 

células nucleadas (N) para proestro e leucócitos (L) para metaestro e diestro. (C) Frequência de 

dias em proestro, estro e diestro antes e depois da injeção. ***P < 0,001, **P < 0,01 comparado 

com antes. #P < 0,001 comparado com grupo Veh. Determinado por ANOVA de duas vias 

seguido do pós-teste de Holm-Sidak. (D) Peso ovariano 21 dias após as injeções intra-ARC. 

Dados representados como média ± SEM. 

 

Efeito da lesão dos neurônios KNDy na função ovariana 

Relatos prévios da literatura demonstram que a lesão dos neurônios KNDy causa 

aumento do número de folículos atrésicos, redução do número de corpos lúteos, mas não 

altera o número de folículos saudáveis no ovário (Mittelman-Smith, Krajewski-Hall et al. 

2016). Neste trabalho, reavaliamos a resposta ovariana em ratas a fim de aprofundar a 

investigação do impacto da perda de neurônios KNDy sobre a função gonadal, a qual 

pode ser diretamente associada à irregularidade estral. Para tal, realizamos o 

processamento do ovário para posterior análise histológica dos folículos ovarianos. Não 

foram observadas alterações no número de folículos primordiais, médios e grandes entres 

os grupos NK3-SAP e Veh. Entretanto, houve uma diminuição no número de folículos 

pequenos no grupo NK3-SAP (t₈ = 3,0, P < 0,05, Fig. 3G). Nossos dados mostram que a 

lesão dos neurônios KNDy pela NK3-SAP causou um aumento no número de folículos 

atrésicos (t8 = 2,6, P < 0,05, Fig. 3H), mas não afetou o número de corpos lúteos (Fig. 3I). 

Vale notar que, portanto, apesar da irregularidade de ciclo induzida pela lesão dos 

neurônios KNDy, não houve evidência de redução da ovulação, pelo fato do número de 

corpos lúteos não diferir entre os grupos. Esses dados demonstram que a perda substancial 

dos neurônios KNDy aumenta a atresia folicular, diminui folículos pequenos saudáveis, 

mas não afeta a ovulação. 
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Figura 3: Perda seletiva de neurônios kisspeptina/neurocinina B/dinorfina A (KNDy) aumenta 

o número de folículos atrésicos, diminui o número de folículos saudáveis pequenos, mas não 

altera o número de corpos lúteos. Efeito de injeções intra-núcleo-arqueado de um agonista do 

receptor 3 de neurocinina B conjugado a saporina (NK3-SAP, n = 5) ou veículo (Veh, n = 6) na 

morfologia ovariana. (A) Visão panorâmica de uma secção ovariana corada com hematoxilina-

eosina representativa do grupo Veh, indicando corpos lúteos (CL) e com foco para um folículo 

saudável (quadrado preto). Escala, 500 μm. (B-C) Folículo saudável grande com foco nas células 

da granulosa intactas (seta preta) e no oócito. Escala, 50 μm. (D) Visão panorâmica de uma secção 

ovariana corada representativa do grupo NK3-SAP, indicando CL e com foco em um folículo 

atrésico (quadrado preto). Escala, 500 μm. (E-F) Folículo atrésico com foco na ausência de células 

da granulosa adjacentes à lâmina basal (seta branca) e oócito degenerado. Escala, 50 μm. (G) 

Número de folículos primordias, pequenos (< 50 μm), médios (50-170 μm) e grandes (> 170 μm). 

(H) Número de folículos atrésicos. (I) Número de corpos lúteos. *P < 0,05 comparado com grupo 

Veh, determinado por teste t de Student. Os folículos e CL foram contados por ovários em cada 

animal. Dados representados como média ± SEM. 

 

Efeito da lesão dos neurônios KNDy na regulação estrogênica da secreção de LH 

Foi demonstrado em trabalhos prévios de outros grupos, que a lesão neuroquímica 

dos neurônios KNDy amplifica a secreção de pico de LH induzida por E2, enquanto que 
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em alguns experimentos diminui e em outros não altera a secreção basal de LH 

(Mittelman-Smith, Williams et al. 2012, Helena, Toporikova et al. 2015, Mittelman-

Smith, Krajewski-Hall et al. 2016). Assim, como a análise dos ovários revelou que os 

animais NK3-SAP foram capazes de ovular, apesar da irregularidade de ciclo estral, o 

próximo passo foi investigar se a perda de neurônios KNDy poderia alterar o pico pré-

ovulatório de LH induzido por E2. Modelos já estabelecidos de ovariectomia e reposição 

hormonal com E2 (OVX+E2) ou óleo (OVX) foram usados para testar o efeito da perda 

de neurônios KNDy sobre os picos das secreções de LH (Poletini, Szawka et al. 2004, 

Aquino, Araujo‐Lopes et al. 2016). A figura 4 mostra o efeito da lesão seletiva dos 

neurônios KNDy sobre o pico de secreção de LH induzida por E2, que mimetiza o pico 

pré-ovulatório de LH, e sobre a secreção basal desse hormônio na ausência de influência 

estrogênica. No modelo OVX+E2, em comparação aos valores à 13:00 h, as 

concentrações plasmáticas de LH no grupo NK3-SAP aumentaram linearmente a partir 

de 15:30 h, alcançaram valores médios de pico às 18:00 h, e permaneceram elevadas às 

19:00 h (F12,48 = 15,1, P < 0,001, Fig. 4A). Os níveis de LH do grupo Veh aumentaram a 

partir de 16:00 h, atingiram valores médios de pico às 18:30 h e mantiveram-se elevados 

às 19:00 h (F₁₂,₆₀ = 15,0, P < 0,001 Fig. 4A). Como confirmado por ANOVA de duas 

vias, os níveis de LH das ratas NK3-SAP foram significantemente maiores que os das 

ratas Veh (F₁,₁₁7 = 33,8, P < 0,001, Fig. 4A), o que está associado ao maior nível máximo 

de LH do grupo NK3-SAP comparado ao grupo Veh (t₉ = 2,5, P < 0,05, Fig. 4B). 

Adicionalmente, um efeito pôde também ser observado no tempo no qual os animais 

alcançaram o pico de LH. Uma proporção de 4 em 5 ratas do grupo NK3-SAP alcançou 

o valor de pico de LH até às 18:00 h em contraste com uma proporção de 1 em 6 ratas do 

grupo Veh. Assim, como determinado pelo teste de Chi-quadrado, a frequência de 

ocorrência do pico de LH até as 18:00 h foi maior nas ratas NK3-SAP (x²₁ = 4,4, P < 0,05, 

Fig. 4C). Por outro lado, na ausência de E2, no modelo de ratas OVX, os níveis basais de 

LH foram similares nos animais Veh e NK3-SAP (Fig. 4D). A resposta secretora 

integrada de LH foi avaliada pela AUC. No período entre 13:00 h e 15:00 h, representando 

momento de retroalimentação negativa do E2 (Fig. 4A), a AUC foi maior em ambos os 

grupos NK3-SAP e Veh na condição OVX comparada à OVX+E2 (F1,18 = 41,9, P < 

0,001, ANOVA de duas vias; Fig. 4E). Entre 15:00 h e 19:00 h, correspondendo ao 

período de retroalimentação positiva do E2 (Fig. 4A), a AUC das concentrações de LH 

das ratas NK3-SAP OVX+E2 foi maior comparada a das ratas Veh OVX+E2 (F1,18 = 6,9, 

P < 0,05, ANOVA de duas vias; Fig. 4E). Esses resultados demonstram que a perda 
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seletiva de neurônios KNDy aumentou a magnitude e antecipou o pico de LH induzido 

por E2, mas não afetou a secreção basal de LH em condição de ausência de E2. 

 

Figura 4: Perda seletiva de neurônios kisspeptina/neurocinina B/dinorfina A (KNDy) 

amplifica o pico de hormônio luteinizante (LH) induzido por estradiol (E2) mas não afeta a 

secreção basal de LH na ausência de E2. Efeito de injeções intra-núcleo-arqueado de um 

agonista do receptor 3 de neurocinina B conjugado a saporina (NK3-SAP, n = 5) ou veículo (Veh, 

n = 6) na secreção de LH em ratas ovariectomizadas tratadas com E2 (OVX+E2) ou óleo (OVX). 

(A) Níveis plasmáticos de LH de ratas no modelo OVX+E2. As amostras foram coletadas a cada 

30 minutos das 13:00 h às 19:00 h. **P < 0,01, *P < 0,05 comparado com 13:30 h no mesmo 

grupo determinado por ANOVA de uma via para medidas repetidas. ##P < 0,01, #P < 0,05 

comparado com grupo Veh, determinado por ANOVA de duas vias e pós-teste de Holm-Sidak. 

(B) Nível máximo de LH de animais OVX+E2. *P < 0,05 comparado com grupo Veh, 

determinado por teste t de Student. (C) Distribuição do horário do pico de LH nos grupos NK3-

SAP e Veh, P < 0,05 determinado pelo teste de chi-quadrado. (D) Níveis plasmáticos de LH de 

ratas no modelo OVX. Amostras coletadas a cada 30 minutos das 13:00 h às 19:00 h. (E) Área 

sob a curva (AUC) dos níveis de LH de ratas NK3-SAP e Veh em períodos de retroalimentação 

negativa (13–15 h) e retroalimentação positiva (15–19h). **P < 0,01 comparado com grupo Veh, 

determinado por ANOVA de duas vias e pós-teste de Holm-Sidak. ###P < 0,0001 OVX versus 

OVX+E2, determinado por ANOVA de duas vias e pós-teste de Holm-Sidak. Dados 

representados como média ± SEM. 
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Efeito da lesão dos neurônios KNDy na secreção de PRL induzida por E2 

Estudos anteriores demonstraram que a lesão dos neurônios KNDy com NK3-

SAP resultou em na supressão do pico de PRL induzido por E2 (Stathopoulos, Helena et 

al. 2016). O efeito da lesão seletiva dos neurônios KNDy sobre a secreção de PRL durante 

o período da tarde (13:00–19:00 h) no modelo de ratas OVX+E2 está apresentado na 

figura 5. Ratas Veh OVX+E2 apresentaram um pico de secreção de PRL como esperado. 

Neste grupo, as concentrações de PRL foram maiores entre às 13:30 h e 15:00 h quando 

comparadas aos níveis hormonais basais às 13:00 h (F12,60 = 4,3, P < 0,001, ANOVA de 

uma via para medidas repetidas; Fig. 5A) As concentrações plasmáticas de PRL no grupo 

NK3-SAP também apresentaram pico induzido por E2, com aumento significativo entre 

13:30–14:30 h em relação ao tempo 13:00 h (F12,48 = 3,2,P < 0,01, ANOVA de uma via 

para medidas repetidas; Fig. 5A). Entretanto, os níveis de PRL das ratas NK3-SAP foram 

significantemente menores que os das ratas Veh, como determinado por ANOVA de duas 

vias (F1,117 = 36,7, P < 0, 001, Fig. 5A). Ainda, o nível máximo de PRL do grupo NK3-

SAP foi menor do que a metade do grupo Veh (t9 = 3,2, P < 0,05, teste t de Student; Fig. 

5B). Contudo, nenhuma diferença significativa foi encontrada no tempo em que os 

animais alcançaram o pico de PRL, como determinado por teste de Chi-quadrado (Fig. 

5C). A resposta integrada da secreção de PRL, expressa pela AUC, das ratas NK3-SAP 

também foi reduzida pela metade quando comparada às ratas Veh (t₉ = 4,2, P < 0,01, Fig. 

5D). Dessa forma, nossos resultados nos permitem concluir que a perda seletiva de 

neurônios KNDy diminui a magnitude do pico de PRL induzido por E2. Amostras de 

sangue do modelo OVX também foram coletadas e dosadas para PRL por ELISA, porém 

foram obtidos resultados indetectáveis de PRL sanguínea (dados não exibidos). É 

esperado concentrações menores de PRL em ratas OVX, devido à ausência do efeito 

estimulatório do E2 sobre a secreção de PRL (Aquino, Araujo‐Lopes et al. 2016). Assim, 

os resultados indicam que as concentrações de PRL nas amostras de sangue obtidas na 

diluição de 1:20 na condição OVX apresentaram-se abaixo do limite de detecção do 

ensaio.  
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Figura 5: Perda seletiva de neurônios kisspeptina/neurocinina B/dinorfina A (KNDy) reduz o 

pico de prolactina (PRL) induzido por estradiol (E2). Efeito de injeções intra-núcleo-arqueado 

de um agonista do receptor 3 de neurocinina B conjugado a saporina (NK3-SAP, n = 5) ou veículo 

(Veh, n = 6) na secreção de PRL em ratas ovariectomizadas tratadas com E2 (OVX+E2). (A) 

Níveis plasmáticos de PRL de animais OVX+E2. Amostras coletadas a cada 30 minutos das 13:00 

h às 19:00 h. *P < 0,05 comparado aos níveis basais do mesmo grupo (13:00 para NK3-SAP e 

Veh), determinado por ANOVA de uma via para medidas repetidas. ##P < 0,01, #P < 0,05 

comparado com grupo NK3-SAP, determinado por ANOVA de duas vias e pós-teste de Holm-

Sidak. (B) Nível máximo de PRL dos animais OVX+E2. *P < 0,05 comparado com grupo Veh, 

determinado por teste t de Student. (C) Distribuição do horário do pico de LH nos grupos NK3-

SAP e Veh. (D) Área sob a curva (AUC) dos níveis de PRL dos animais OVX+E2. **P < 0,01 

comparado com grupo Veh, determinado por teste t de Student. Dados representados como média 

± SEM. 

 

Efeito da lesão dos neurônios KNDy na atividade enzimática dos neurônios TIDA 

 Com o propósito de elucidar o mecanismo neuroendócrino envolvido na redução 

da secreção de PRL após perda seletiva de neurônios KNDy foi realizada uma dupla 

marcação por imunofluorescência em fatias do ARC e EM para TH e S⁴⁰pTH (Fig. 6). TH 
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é a enzima limitante na biossíntese de dopamina, e apresenta-se ativada quando na forma 

fosforilada (Arbogast and Voogt 1996, Liu and Arbogast 2008). Nossos resultados 

demonstram que a lesão seletiva de neurônios KNDy não alterou o número de neurônios 

imunorreativos à TH no ARC de ratas NK3-SAP (Fig. 6A–C). Em seguida, para melhor 

explorar a atividade enzimática nos terminais nervosos dos neurônios TIDA, avaliamos 

os dados da dupla marcação de imunofluorescência para TH e S⁴⁰pTH na ME. Ao nível 

da ME, as marcações de TH e S⁴⁰pTH podem refletir melhor a atividade enzimática dos 

neurônios TIDA, uma vez que a fosforilação da TH ocorre nos terminais nervosos (Fehér, 

Oláh et al. 2010, Romanò, Yip et al. 2013, Aquino, Araujo-Lopes et al. 2017). Um 

aumento da imunorreatividade à S⁴⁰pTH foi observado na ME das ratas NK3-SAP 

comparado ao Veh (t₉ = 3,2, P < 0,05, teste t de Student; Fig. 6 D, G, J). Enquanto a 

imunorreatividade para TH não tenha diferido entre os grupos (Fig. 6 E, H, K), a razão 

S⁴⁰pTH/TH também foi aumentada nas ratas NK3-SAP em relação ao Veh (t₉ = 2,6, P < 

0,05, teste t de Student; Fig. 6 F, I, L). Esses dados demonstram que a perda de neurônios 

KNDy aumenta a atividade enzimática de terminais dopaminérgicos na ME, os quais são 

correspondem a população de neurônios TIDA, sendo que esta população recebe 

projeções de neurônios KNDy e é responsável pela maior parte da descarga 

dopaminérgica na ME (Ben-Jonathan and Hnasko 2001, Szawka, Ribeiro et al. 2010). 
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Figura 6: Perda seletiva de neurônios kisspeptina/neurocinina B/dinorfina A (KNDy) aumenta 

a atividade enzimática de terminais de neurônios tuberoinfundibulares dopaminérgicos 

(TIDA) na eminência mediana (ME). Efeito de injeções intra-núcleo-arqueado (intra-ARC) de 

um agonista do receptor 3 de neurocinina B conjugado a saporina (NK3-SAP, n = 5) ou veículo 

(Veh, n = 6) na expressão de tirosina hidroxilase (TH) no ARC e na fosforilação de TH na ME. 

(A-B) Imagens representativas mostrando neurônios positivos para TH no ARC. (C) Número de 

neurônios imunorreativos para TH (TH-ir) por secção de ARC. (D-F) Imagens representativas de 

TH Ser40-fosforilado (S⁴⁰pTH), TH e sobreposição de S⁴⁰pTH e TH na ME do grupo Veh. (G-I) 

Fotomicrografias representativas de S⁴⁰pTH, TH e sobreposição de S⁴⁰pTH e TH na ME do grupo 

NK3-SAP. (J) Densidade óptica integrada (IOD) de S⁴⁰pTH na ME expressa como porcentagem 

do controle (Veh considerado como 100%). (K) IOD de TH na ME expresso como porcentagem 

do controle (Veh considerado como 100%). (L) Razão de IOD de S⁴⁰pTH sobre TH na ME 

expressa como porcentagem do controle (Veh considerado como 100%). *P < 0,05 comparado 

com grupo Veh, determinado por teste t de Student. 3V, terceiro ventrículo. Escala, 100 μm. 

Dados representados como média ± SEM. 
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5. DISCUSSÃO 

Usando um único delineamento experimental em abordagem de estudo cruzado, 

demonstramos pela primeira vez que a perda de neurônios KNDy altera os picos de LH e 

PRL induzidos por E2 de modo diferencial, com o envolvimento de neurônios TIDA. As 

injeções intra-ARC de NK3-SAP induziram uma lesão seletiva de em média 66% de 

neurônios KNDy. Os primeiros efeitos da lesão dos neurônios KNDy observados foram 

uma redução de ganho de peso corporal e uma irregularidade do ciclo estral. Apesar da 

irregularidade estral, o peso ovariano foi similar entre os grupos. Investigando a causa 

para essa irregularidade ao nível gonadal, foi observado um aumento na atresia folicular, 

acompanhada de uma diminuição do número de folículos saudáveis pequenos. Contudo, 

o número similar de corpos lúteos indicou que a ovulação não foi inibida. Uma vez que a 

ovulação não foi afetada nas ratas NK3-SAP, a próxima etapa foi avaliar a capacidade do 

eixo HPG de responder a diferentes níveis estrogênicos e induzir pico pré-ovulatório de 

LH e pico de PRL. Um modelo OVX+E2 foi utilizado para induzir secreções de pico de 

maneira similar aqueles que naturalmente ocorrem durante a tarde do proestro. Assim, 

nossos resultados demonstraram que o pico de LH induzido por E2 foi elevado e 

adiantado em 1 h, ao passo que o pico de PRL foi suprimido, no grupo NK3-SAP. Por 

sua vez, a secreção basal de LH foi semelhante entre os grupos, apesar do envolvimento 

dos neurônios KNDy no feedback negativo de E2. Tanto as ratas NK3-SAP, como as ratas 

Veh apresentaram número similar de neurônios ir-TH no ARC, apesar da fosforilação de 

TH estar elevada na EM das ratas NK3-SAP, o que sugere um aumento na atividade 

secretória de neurônios TIDA. Coletivamente, essas evidências propõem novos papeis 

para os neurônios KNDy em ações estrogênicas hipotalâmicas mediando controle 

negativo e sincronização do pico de LH e estimulando a secreção de PRL via inibição da 

atividade dos neurônios TIDA. Estas ações indicam papel reprodutivo mais amplo dos 

neurônios KNDy, abrangendo mais efeitos neuroendócrinos do que o controle da secreção 

pulsátil de LH, amplamente descrito (Smith, Cunningham et al. 2005, Moore, Coolen et 

al. 2018, McQuillan, Han et al. 2019, Plant 2019, Herbison 2020). 

Sabe-se que a PRL também exerce efeitos na homeostasia de peso corporal 

(Grattan 2015). Humanos com níveis suprafisiológicos de PRL são predispostos ao ganho 

de peso e o tratamento com o agonista de dopamina, a bromocriptina, parece reverter esse 

efeito (Greenman, Tordjman et al. 1998). De forma similar, foi demonstrado que a 

administração subcutânea ou ICV de PRL aumenta a ingestão calórica e o ganho de peso 

em ratas (Noel and Woodside 1993). Adicionalmente, a expressão do receptor de PRL foi 
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encontrada em neurônios POMC e neurônios NPY, os quais estão envolvidos no balanço 

energético (Chen and Smith 2004, Kokay and Grattan 2005). Neurônios POMC e NPY 

também recebem projeções de neurônios KNDy e são responsivos à kisspeptina em 

roedores (Fu and van den Pol 2010, Nestor, Qiu et al. 2016, Higo, Iijima et al. 2017). 

Interessantemente, camundongos fêmeas, mas não machos, knockouts para kiss1r 

apresentam uma disfunção metabólica caracterizada por obesidade e menor consumo 

calórico (Tolson, Garcia et al. 2014). Isso vai ao encontro de evidências de que o 

silenciamento de neurônios KNDy provoca obesidade em camundongos fêmeas (Padilla, 

Perez et al. 2019). Em contraste a estes efeitos metabólicos encontrados em 

camundongos, em nosso estudo, a perda de neurônios KNDy em ratas induziu uma 

redução do ganho de peso corporal. Esse efeito pode ser atribuído a supressão da secreção 

de PRL induzida pela lesão dos neurônios KNDy ou por um desbalanço direto dos 

neurônios POMC e NPY, devido à perda das projeções dos neurônios KNDy para essas 

populações. Fatores estes que poderiam operar de forma diferenciada entre camundongos 

e ratos. De fato, a efetividade da lesão dos neurônios KNDy com NK3-SAP em reduzir o 

ganho de peso em ratas foi demonstrada anteriormente (Mittelman-Smith, Williams et al. 

2012). Contudo, não havia dados mostrando este efeito em ratas intactas e o único estudo 

avaliando esse parâmetro empregou apenas três pontos de amostragem do peso. No 

trabalho atual, foram empregados múltiplos pontos de análise, e observamos que a 

ablação dos neurônios KNDy em ratas provoca redução do ganho de peso antes e após a 

castração e a reposição hormonal com E2. Futuros estudos deverão avaliar a inter-relação 

entre os efeitos dos neurônios KNDy no peso corporal e as ações do E2, uma vez que o 

tratamento com E2 é capaz de sensibilizar o hipotálamo à PRL (Shamgochian, Avakian 

et al. 1995) e o E2 pode atuar sobre a atividade dos neurônios POMC e NPY, que 

expressam ER (Sar, Sahu et al. 1990, de Souza, Nasif et al. 2011). 

Nossos resultados indicam que a lesão de neurônios KNDy via injeção intra-ARC 

de NK3-SAP causa irregularidade do ciclo estral e isso pode estar relacionado às ações 

do E2 mediadas via ativação de ERα expresso nesses neurônios. Trabalho prévio da 

literatura demonstrou que em camundongas adultas, a deleção seletiva de ERα em 

neurônios KNDy, utilizando método de CRISPR-Cas9, resulta em irregularidade do ciclo 

estral, corroborando com os nossos dados (Wang, Vanacker et al. 2019). Apesar da lesão 

dos neurônios KNDy em nosso estudo ter prolongado as fases de diestro e reduzido a 

frequência de proestros e estros, a histologia ovariana revelou que não houve supressão 

da ovulação, uma vez que os corpos lúteos e os folículos saudáveis grandes não foram 
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afetados pela NK3-SAP. Além disso, a ablação dos neurônios KNDy foi efetiva em 

diminuir o número de folículos saudáveis pequenos, os quais estão no estágio preantral, 

não dependendo assim da estimulação gonadotrópica para a sua sobrevivência (Matsuda, 

Inoue et al. 2012). Dessa forma, a causa da redução do número de folículos preantrais 

saudáveis, acompanhada pelo aumento da atresia folicular em ratas, com perda de 

neurônios KNDy, ainda precisa ser elucidada.  

Com relação ao aumento de magnitude do pico de LH em ratas NK3-SAP, este 

pode ser atribuído à perda de inputs inibitórios de dinorfina A dos neurônios KNDy para 

outros neurônios que projetam para os neurônios GnRH, visto que apesar da dinorfina A 

inibir neurônios GnRH (Goodman, Coolen et al. 2004, Wakabayashi, Nakada et al. 2010, 

True, Kirigiti et al. 2011, Weems, Witty et al. 2016, Weems, Coolen et al. 2018), estes 

neurônios não expressam Kor (Mitchell, Prevot et al. 1997). A dinorfina A age 

preferencialmente através de Kor (Kreek, Schluger et al. 1999) e, além disso, neurônios 

do ARC e do AVPV expressam somente esta isoforma do receptor (George, Zastawny et 

al. 1994). De fato, a injeção do antagonista de Kor, nor-BNI, no núcleo AVPV, aumenta 

o pico de LH induzido por E2 em uma magnitude similar ao pico de LH de ratas com 

neurônios KNDy lesionados, e esse efeito é revertido pela injeção de dinorfina A no 

AVPV (Helena, Toporikova et al. 2015). Desse modo, essas evidências suportam 

parcialmente o modelo que estabelece uma divisão funcional rígida em que os neurônios 

do AVPV são responsáveis pelo pico de LH, enquanto os neurônios KNDy estão 

envolvidos com o controle da secreção basal de LH. Por sua vez, nossos dados suportam 

que neurônios KNDy teriam também um papel na geração do pico de LH, sendo 

responsáveis por modular sua amplitude e retardar seu horário de ocorrência.    

Em contraste com nossos resultados de secreção de LH em baixos níveis de E2, 

estudos prévios avaliando o efeito de lesão dos neurônios KNDy em ratas OVX 

encontraram uma redução nas concentrações basais de LH (Mittelman-Smith, Williams 

et al. 2012, Helena, Toporikova et al. 2015, Mittelman-Smith, Krajewski-Hall et al. 

2016). Entretanto, nos estudos Mittelman-Smith et al.  (2012; 2016) as colheitas de 

sangue foram realizadas em um único tempo de amostragem através de punção da veia 

safena sob anestesia. No trabalho de Helena et al. (2015), as amostras de sangue foram 

obtidas através de cânula implantada na veia jugular e foram realizadas 5 amostragens 

em um período de 8 h. Neste estudo, foram encontrados níveis basais de LH de 2,5-2,9 

ng/mL no grupo controle e 1,3-1,8 ng/mL no grupo com lesão neuronal, evidenciando 

uma aparente redução da secreção basal de LH (Helena, Toporikova et al. 2015). Levando 
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em consideração que a secreção basal de LH é um resultado integrado da liberação 

pulsátil de LH com uma frequência de 3 pulsos/h em ratas OVX (Herbison 2018), uma 

flutuação normal dos níveis de LH pode ser detectada quando a amostragem de sangue é 

feita com múltiplos pontos de coleta. Em estudo prévio de nosso laboratório, amostras 

coletadas em intervalos de 6 min durante 3 h resultam na detecção de pulsos de LH com 

níveis variando entre 0,8-2,5 ng/mL em ratas OVX (Silva, Henriques et al. 2020). Assim, 

a variação de níveis de LH detectados nesse último estudo de perda de neurônios KNDy 

(Helena, Toporikova et al. 2015) se enquadra na variação normal detectada com 

amostragem frequente em ratas ovariectomizadas. Isso pode se tornar uma limitação para 

traçar uma conclusão sobre o efeito da perda de neurônios KNDy nos níveis basais de 

LH. No presente estudo, tanto as ratas Veh quanto as ratas NK3-SAP apresentaram níveis 

basais de LH variando entre 2,3-3,0 ng/mL, sem diferença estatística entre os grupos, 

como resultado de amostragem a cada 30 min das 13:00 h às 19:00 h. A eficiência do 

modelo de ratas OVX usado é demonstrada pelo aumento dos níveis basais de LH em 

relação aos mesmos animais na condição de OVX+E2, devido a retirada do efeito de 

retroalimentação negativa do E2. Ainda, em nosso método de dosagem de LH em sangue 

colhido da cauda de animais treinados não há efeito de anestesia nem influência de 

estresses cirúrgico ou hipovolêmicos (Aquino, Araujo-Lopes et al. 2017, Silva, Henriques 

et al. 2020). Desta forma, nosso método permitiu avaliação temporal mais detalhada em 

uma abordagem menos invasiva e com mínima interferência na fisiologia dos animais em 

comparação aos estudos anteriores. De acordo com nossos dados, a perda de 66% de 

neurônios KNDy não afeta a secreção basal de LH, demonstrando que em condições de 

perda submáxima destes neurônios, o eixo HPG é capaz de manter a secreção basal de 

LH em níveis normais. Estes achados são coerentes com a presença de corpus lúteos e, 

portanto, ocorrência de ovulação, em ratas com lesão dos neurônios KNDy, como relatado 

neste trabalho e em estudos publicados anteriormente (Mittelman-Smith, Krajewski-Hall 

et al. 2016). Todavia, embora não avaliada neste trabalho, é possível que a secreção 

pulsátil de LH tenha sido alterada pela lesão dos neurônios KNDy, haja vista as 

substanciais evidências de que estes neurônios constituem o elementos centrais do 

gerador de pulsos de GnRH (Moore, Coolen et al. 2018, McQuillan, Han et al. 2019, Plant 

2019, Herbison 2020). 

 A lesão dos neurônios KNDy foi efetiva em suprimir o pico de PRL induzido por 

E2. Este dado é consistente com estudo anterior que reportou atenuação do pico de PRL 

induzido por E2 em ratas com injeção de NK3-SAP intra-ARC que, todavia, apresentaram 
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menor perda de neurônios KNDy (Stathopoulos, Helena et al. 2016). No presente estudo, 

não foi possível detectar os baixos níveis de PRL no sangue total das ratas na condição 

OVX, devido à ausência do efeito estimulatório do E2 (Aquino, Araujo‐Lopes et al. 

2016). Neste caso, as amostras armazenadas em diluição de vinte vezes no tampão do 

ensaio apresentaram-se abaixo do limite de detecção do ELISA para PRL (Aquino, 

Araujo-Lopes et al. 2017, Silva, Henriques et al. 2020). Todavia, nossos dados 

demonstram pela primeira vez que a lesão dos neurônios KNDy aumenta a fosforilação 

da TH nos terminais de neurônios TIDA na ME. A magnitude reduzida do pico de PRL, 

combinada ao aumento de fosforilação de TH ao nível da ME, nas ratas NK3-SAP, sugere 

que os neurônios KNDy regulam negativamente os neurônios TIDA e desta forma 

reduzem o tônus dopaminérgico inibitório sobre a secreção de PRL. De fato, trabalhos de 

nosso laboratório e de outros grupos de pesquisa, revelaram que os neurônios TIDA 

recebem projeções de terminais de neurônios KNDy (Szawka, Ribeiro et al. 2010, Sawai, 

Iijima et al. 2012, Sawai, Iijima et al. 2014). Apesar da injeção ICV de Kp-10 aumenta a 

secreção de PRL enquanto inibe a secreção de dopamina pelos neurônios (Szawka, 

Ribeiro et al. 2010, Ribeiro, Leite et al. 2015, Aquino, Araujo-Lopes et al. 2017), os 

neurônios TIDA apresentam baixa expressão de Kiss1r (Aquino, Kokay et al. 2019). Por 

outro lado, sabidamente, terminais dinorfinérgicos formam sinapses com os neurônios 

TIDA (Fitzsimmons, Olschowka et al. 1992), sendo que Kor são expressos no ARC, ainda 

que não tenham sido demonstrados em neurônios TIDA (Stathopoulos, Helena et al. 

2016). Assim, é provável que a dinorfina seja o principal peptídeo KNDy responsável 

pela modulação direta dos neurônios TIDA. Isto é consistente com a maior atividade 

enzimática nos terminais TIDA após a lesão dos neurônios KNDy, pois o Kor exerce 

efeito celular inibitório em oposição a ação estimulatória do Kiss1r. Ainda, do ponto de 

vista de regulação neuroendócrina, é possível haver mudanças funcionais no fenótipo dos 

neurônios KNDy, que passariam a liberar mais dinorfina do que kisspeptina, quando 

estimulados por E2, no contato com a pericaria de neurônios TIDA, como visto por um 

estudo ainda não publicado do nosso grupo de pesquisa (Araujo-Lopes, Yip et al. 2017). 

Desta forma, nosso trabalho elucidou uma via neuroendócrina através da qual os 

neurônios KNDy facilitam a liberação de PRL através da inibição de neurônios TIDA. 
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6. CONCLUSÃO 

A lesão de neurônios KNDy altera de maneira diferenciada a regulação 

estrogênica das secreções de LH e PRL. A perda substancial, mas não absoluta dos 

neurônios KNDy parece facilitar e antecipar a ocorrência do pico de LH e permitir a 

ovulação mesmo em um ambiente de ciclo ovariano irregular. Nossos dados suportam 

que neurônios KNDy teriam um papel na geração do pico de LH, sendo responsáveis por 

modular sua amplitude e retardar seu horário de ocorrência. A redução do pico de PRL 

acompanhado por um aumento da atividade dos neurônios TIDA revela que os neurônios 

KNDy inibem a liberação de dopamina, com reflexo no aumento da secreção de PRL 

induzido por E2.  Esses achados sugerem uma nova via no controle neuroendócrino da 

secreção de PRL, na qual os peptídeos KNDy orquestram mudanças na liberação de PRL 

através dos neurônios TIDA. Assim, os neurônios KNDy parecem exercer múltiplos 

efeitos hipotalâmicos que impactam a função reprodutiva em fêmeas. 
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