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SILVA, L.E.C.M. EFEITOS DO ESTRADIOL NA EXPRESSAO HIPOTALAMICA
DOS MEDIADORES ENVOLVIDOS NO CONTROLE DA HOMEOSTASE
ENERGETICA. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o
Paulo, Ribeirao Preto, 2008.

A ingestdo alimentar € controlada por fatores neurais, endocrinos,
adipocitarios e intestinais. O sistema nervoso central, mais especificamente o
hipotadlamo, juntamente com os sinais periféricos indicadores do estado nutricional
interagem no controle da homeostase energética. Diferentes neuropeptideos e
receptores expressos no hipotalamo apresentam efeitos especificos na ingestao
alimentar por meio de suas acdes anorexigenas ou orexigenas e no balanco
energético. O estradiol também participa na regulacdo da homeostase energética,
como evidenciado pelo aumento da ingestdo alimentar e do ganho de peso corporal
apés ovariectomia. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos
da ovariectomia, com e sem reposicao de estradiol, na ingestdo alimentar e na
expressao génica de mediadores hipotalamicos envolvidos no controle da
homeostase energética. Para tanto, ratas Wistar foram submetidas a ovariectomia
bilateral (OVX) e divididas em dois grupos: animais que receberam injecao
subcutanea de cipionato de estradiol (10 pg/Kg peso corporal, grupo OVX+E); e
animais sem reposicao que receberam apenas veiculo (6leo de milho, grupo OVX),
por oito dias consecutivos. A ingestdo alimentar e o peso corporal foram avaliados
durante este periodo, e no oitavo dia, a dieta foi retirada as 16h e um subgrupo de
ratas OVX e OVX+E foi decapitado as 17h (periodo pré-alimentacdo). Outro
subgrupo de ratas OVX e OVX+E, teve a dieta reapresentada as 18h, e decapitado
as 22h (periodo pés-alimentacao). Amostras de sangue do tronco e o cérebro foram
coletados sob condi¢des livres de RNase. O plasma foi utilizado para dosagem de
leptina por radioimunoensaio € o cérebro para quantificacdo, por PCR em tempo
real, da expressdao de RNAm de neuropeptideo Y (NPY), proteina relacionada ao
agouti (AgRP), pré-opiomelanocortina (POMC), transcrito regulado por cocaina e
anfetamina (CART), fator liberador de corticotrofina (CRF), pré-hormdnio
concentrador de melanina (pré-MCH), orexina A, receptor de forma longa de leptina
(ObRb) e receptor 4 da melanocortina (MC4-R) em nucleos especificos do
hipotalamo: nucleo arqueado (ARC), nucleo paraventricular (PVN) e area
hipotalamica lateral (LHA). Em um outro protocolo experimental realizou-se a injecéo
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intracerebroventricular (ventriculo lateral, icv) de leptina (10 pg/5uL) ou salina estéril
em ratas OVX e OVX+E, uma hora antes do inicio da fase escura (17h) para
determinacdo da ingestdao alimentar e do peso corporal. Observamos que a
reposicao de estradiol em ratas ovariectomizadas induziu: menor ingestao alimentar
e menor ganho de peso corporal, maiores concentracdes plasmaticas de leptina no
estado pré-alimentar, bem como em resposta a alimentacao; reducédo da expressao
de RNAm de NPY, AgRP e CART no ARC; e de orexina A na LHA; aumento da
expressdao de RNAm de ObRb, MC4-R, CART e, principalmente, de CRF no PVN e
de ObRb e CART na LHA. No protocolo de inje¢do icv de leptina, a resposta
anorexigénica foi semelhante entre os grupos OVX e OVX+E, porém, a perda de
peso foi maior no grupo OVX+E, indicando efeito maior da leptina no gasto
energético com a reposicao estrogénica. O conjunto desses dados sugere que 0
efeito hipofagico do estradiol estd associado a redugdo da expressao génica de
neuropeptideos orexigénicos como NPY, AgRP e orexina A e aumento da expressao
génica de MC4-R, ObRb e do CRF, receptores e neuropeptideo com efeitos
anorexigénicos, no hipotadlamo. Além disso, a expressao maior de CRF poderia
contribuir para o aumento do efeito da leptina no gasto energético na presenca do
estradiol. Sendo assim, os efeitos do estradiol na homeostase energética séo
observados tanto na ingestao alimentar como no gasto energético. Esses efeitos sdo
mediados por fatores periféricos, como a liberacao de leptina pelo tecido adiposo; e
por fatores centrais, como expressao diferenciada de neuropeptideos hipotalamicos.

Palavras-chaves: estradiol, leptina, ingestdo alimentar, peptideos orexigénicos e

anorexigénicos, hipotalamo, RNAm, PCR em tempo real.



10

ABSTRACT
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SILVA, L.E.C.M. EFFECTS OF ESTRADIOL ON HYPOTHALAMIC EXPRESSION
OF NEUROPEPTIDES INVOLVED IN THE CONTROL OF ENERGY
HOMEOSTASIS. School of Medicine of Ribeirao Preto, University of Sao Paulo,
Ribeirao Preto, 2008.

Food intake is under control of neural, endocrine, adipokines and gut
hormones. The hypothalamus and peripheral signals of energy store play an
important role on the balance of energy homeostasis. Several neuropeptides
expressed in the hypothalamus possess orexigenic or anorexigenic effects and also
affect energy expenditure. Estradiol also participates in the control of energy
homeostasis, as demonstrated by the increase in food intake and body weight gain
after ovariectomy. The present study aimed to evaluate food intake, body weight
changes and the hypothalamic expression of neuropeptides involved in the control of
energy homeostasis. Wistar female rats were ovariectomized and received daily
subcutaneous injections of either estradiol cypionate (10 pg/Kg bw, OVX+E) or
vehicle (corn oil, OVX) during 8 days. Food intake and body weight were determined
during this period. On 8" day, food was removed from the cage at 4 PM and two
subgroups of rats (OVX and OVX+E) were decapitated at 5 PM (pre-feeding) or at 10
PM (4 hours after feeding). Blood samples and brain tissues were collected under
RNase free conditions, respectively, for plasma leptin determination by RIE and
mMRNA expression, carried out by real time PCR, of neuropeptide Y (NPY), agouti-
related protein (AgRP), proopiomelanocortin (POMC), cocaine- and amphetamine-
regulated transcript (CART), corticotrophin-releasing factor (CRF), orexin A,
melanin-concentrating hormone (MCH), long form of the leptin receptor (ObRb) and
melanocortin-4 receptor (MC4-R) in the arcuate (ARC), paraventricular (PVN) nuclei
and lateral hypothalamic area (LHA). We also performed intracerebroventricular
(lateral ventricle, icv) injection of recombinant leptin (10 pg/5uL) or saline in OVX and
OVX+E rats for food intake and body weight determination. We observed that
estradiol replacement in OVX rats induced lower food intake and body weight gain,
lower leptin plasma levels both before and after feeding. We also observed a
reduction of NPY, AgRP and CART mRNA expression in the ARC; and orexin A in
the LHA and an increase of ObRb, MC4-R, CART mRNA and mostly CRF mRNA in
the PVN and ObRb and CART mRNA in the LHA. After central leptin stimulation,
there was a similar reduction of food intake in OVX and OVX+E rats. However, body
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weight was more reduced in OVX+E rats, indicating a higher effect of leptin on
energy expenditure under estradiol replacement. Taken together, these data show
that hypophagia induced by estradiol treatment is associated with reduced
hypothalamic expression of orexigenic peptides, for instance NPY, AgRP and orexin
A, and increased expression of anorexigenic mediators, for instance MC4-R, ObRb
and CRF. In addition, it is suggested that the increased CRF expression may
contribute to the enhanced effect of leptin on energy expenditure under estradiol
replacement. In conclusion, estradiol affects energy homeostasis through its effects
on food intake and energy expenditure, which are mediated by peripheral factors,
such as leptin, released by adipose tissue, and differential expression of
hypothalamic neuropeptides.

Key words: estradiol, leptin, food intake, orexigenic and anorexigenic peptides,
hypothalamus, mRNA, real time PCR.
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Nos ultimos anos varios estudos tém sido realizados com o intuito de
investigar os mecanismos de regulacdo e as vias neuroendécrinas envolvidos no
controle do balanco energético. A compreensao dos processos que regulam a
ingestdo alimentar e o peso corporal tem contribuido ndo somente para o
conhecimento melhor dos mecanismos fisiolégicos envolvidos nestes processos,
mas também na elucidacdo de fatores envolvidos em algumas condicoes
fisiopatolégicas como a obesidade e a caquexia.

Atualmente, sabe-se que a ingestdo e o peso corporal sdo controlados por
importantes fatores neurais, endocrinos, adipocitarios e intestinais, cuja integracao
contribui para a homeostase energética (Schwartz e cols, 2000). Para manutencao
do balanco energético e do peso corporal é necessario um equilibrio entre a
ingestdo de macronutrientes e o gasto energético. Assim, um balango energético
positivo resulta em ganho de peso, ao passo que um balang¢o energético negativo
resulta em perda de peso.

O sistema nervoso central (SNC), juntamente com uma série de sinais
periféricos indicadores do estado nutricional exerce uma funcado fundamental na
manutencdo da homeostase energética. O hipotalamo foi a primeira regiao descrita
neste processo homeostatico ha mais de cinqiienta anos (Stellar, 1954). Na década
de quarenta, lesGes e estimulos elétricos de nucleos hipotalamicos, inicialmente,
sugeriram que o nucleo hipotalamico ventromedial (VMH) representava o “centro da
saciedade” e a area hipotalamica lateral (LHA) o “centro da fome” (Hetherington &
Ranson, 1940; Anand & Brobeck, 1951; Stellar, 1954). Lesdes bilaterais no VMH
resultavam em hiperfagia e obesidade. Por outro lado, lesées na LHA induziam
anorexia e acentuada perda de peso (Hetherington & Ranson, 1940; Anand &
Brobeck, 1951; Stellar, 1954). Entretanto, com o avanco dos estudos relacionados
ao comportamento alimentar, atualmente, a visdo de “centros” funcionais tem sido
substituida por populagdes neuronais, as quais expressam neuropeptideos que
medeiam efeitos especificos na ingestdao e/ou gasto energético (Schwartz e cols,
2000).

Atualmente sabe-se que o hipotalamo contém varios nucleos, além da LHA e
do VMH, envolvidos no controle da ingestdo alimentar. Dentre eles incluem-se o
nucleo arqueado (ARC), o nucleo paraventricular (PVN) e o nucleo hipotalamico
dorsomedial (DMH) (Stellar, 1954; Bray, Fisher & York, 1990; EImquist e cols; 1999).
O ARC apresenta dois grupos distintos de neurbnios que controlam o balanco
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energético: um grupo € representado pelos neurbnios que expressam 0S
neuropeptideos orexigenos, proteina relacionada ao agouti (AgRP) e o
neuropeptideo Y (NPY) que estdo co-localizados em neurdnios do ARC (Hahn e
cols, 1998; Broberger, 1998); o outro grupo é representado pelos neurbnios que
expressam 0s neuropeptideos anorexigenos, pré-opiomelanocortina (POMC) e o
transcrito regulado por cocaina e anfetamina (CART), também co-localizados em
neurdnios do ARC (Elmquist e cols, 1998, 1999).

Os neurbnios NPY/AgRP sao inibidos pela leptina, e ativados em condicoes
de concentracbes plasmaticas baixas deste hormoénio (Stephens e cols, 1995;
Schwartz e cols, 1996; Hahn e cols, 1998; Elias e cols 1999). Contrariamente, a
leptina ativa os neurbnios POMC/CART (Schwartz e cols, 1997; Thornton e cols,
1997; Kristensen e cols, 1998; Cowley e cols, 2001). Estudos relatam que neurbnios
POMC/CART podem ser diretamente inibidos pelo NPY e também pelo
neurotransmissor acido y-aminobutirico (GABA) (Cowley e cols, 1999; Guan e cols,
1998; Meister, 2007).

Estudos revelam que a administracao de NPY por via intracerebroventricular
(icv) ou diretamente no PVN aumenta a ingestao alimentar e diminui o gasto
energético (Stanley e cols, 1986; Billington e cols, 1991). Desta forma, a
administracdo central deste neuropeptideo leva ao estado de balango energético
positivo e ao aumento do estoque de tecido adiposo. Outros estudos também
observam que a expressao hipotalamica de RNAm de NPY e a liberacdo deste
neuropeptideo elevam-se durante o jejum, condicdo de concentracdao plasmatica
baixa de leptina e insulina. Porém, apds realimentacao ocorre a sua diminuicao
(Sanacora e cols, 1990; Kalra e cols 1991; Swart e cols, 2002).

A participacdo de um circuito de sinais anorexigenos na modulagcdo da
ingestao e do gasto energético esta bem estabelecida. O sistema da melanocortina
central (Lu e cols, 1994, Fan e cols, 1997), o CART (Kristensen e cols, 1998) e o
fator liberador de corticotrofina (CRF) (Arase e cols, 1988) integram este circuito.
Melanocortinas sado peptideos derivados da clivagem da molécula precursora
POMC, a qual é sintetizada na hipéfise anterior, no ARC, no NTS e em varios
tecidos periféricos (Emeson & Eipper, 1986; Smith & Funder, 1988). A clivagem da
POMC no hipotadlamo da origem aos hormdnios adrenocorticotréfico (ACTH) e B-

lipotrofina (B-LPH). O ACTH, por sua vez, é clivado em horménio estimulador do a-
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melandcito (a-MSH) e no peptideo intermediario semelhante a corticotrofina/ACTH
(CLIP). Por outro lado, o hormédnio B-LPH pode ser clivado em y-LPH e B-endorfina.
O y-LPH da origem ao -MSH. A porcao N-terminal da POMC contém as sequéncias
v1MSH, 7.MSH e y3sMSH (Smith & Funder, 1988).

Os efeitos fisiol6gicos dos peptideos derivados da POMC sao exercidos pela
sua interagdo com receptores especificos. Foram descritos cinco receptores da
familia de receptores da melanocortina: MC1-R, MC2-R, MC3-R, MC4-R e MC5-R
(Mountjoy e cols, 1992). Dentre eles, o MC3-R e MC4-R expressos, principalmente,
no cérebro (Mountjoy e cols, 1994), sdo fundamentais na regulacdo da homeostase
energética. Camundongos com auséncia de expressdao do MC3-R ou do MC4-R
tornam-se obesos (Huszar e cols, 1997; Butler e cols, 2000), e camundongos com
perda de ambos os receptores apresentam uma obesidade de gravidade maior
(Chen e cols, 2000). A proteina AgRP é expressa no ARC e é um antagonista
endogeno do MC3-R e MC4-R (Ollmann e cols, 1997). A expressdao de RNAm deste
peptideo no ARC aumenta durante o jejum (Swart e cols, 2002) e sua administracao
icv, além de aumentar a ingestdo alimentar, causa supressdo na expressao do
hormonio liberador de tireotrofina (TRH), reduz o consumo de oxigénio e diminui o
gasto energético (Small e cols, 2001, 2003).

O principal ligante endégeno dos receptores MC3-R e MC4-R é o a-MSH. A
administracao icv deste neuropeptideo suprime a ingestao alimentar (Kask e cols,
2000). Além de seus efeitos no consumo alimentar, o o-MSH também aumenta a
concentragdo plasmatica de hormoénio estimulante da tirdide (TSH) em ratos
jejuados (Kim e cols, 2000) e aumenta o gasto energético (Pierroz e cols, 2002),
avaliado pelo consumo de oxigénio (Pierroz e cols, 2002) e pela atividade do
sistema nervoso simpatico, e a termogénese (Yasuda e cols, 2004).

Um outro neuropeptideo que inibe a ingestdo alimentar € o CART. Este
peptideo € encontrado em varios nucleos hipotaldmicos como ARC, PVN, DMH,
LHA; e em outras areas entre as quais eminéncia mediana, hipéfise anterior,
pancreas e medula adrenal (Gautvik e cols, 1996; Couceyro, Koylu & Kuhar, 1997;
Kuhar & Dall Vechia, 1999, Wierup & Sundler, 2006). Este neuropeptideo esta co-
localizado com a POMC no ARC, com o horménio concentrador de melanina (MCH)
na LHA e com TRH, galanina, vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) no PVN (Elias e

cols, 1998; Kristensen e cols, 1998; Kuhar & Dall Vechia, 1999). A administracéo icv
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cronica de CART diminui a ingestdo alimentar e o peso corporal tanto em ratos
obesos fa/fa como em ratos controles (Larsen e cols, 2000). Adicionalmente, ratos
Wistar com privacdo alimentar por 24 ou 48 horas bem como camundongos ob/ob
(deficientes em leptina) possuem reducdo de RNAm de CART no ARC (Kristensen e
cols, 1998).

Em relacdo aos neuropeptideos de segunda ordem inclui-se o CRF. Além da
sua classica funcao na regulacao do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, o CRF tem
sido descrito como potente anorexigeno (Rohner Jeanrenaud, Walker &
GrecoPerotto, 1989; Heinrichs, Lapsansky & Behan, 1996). Alguns autores relatam
que a administracdo icv de CRF estd associada com a reducdo da ingestao
alimentar e do peso corporal (Morley & Levine, 1982; Morley, 1987; Morley &
Blundell, 1988; Arase e cols, 1988). Além de alterar o balanco energético por meio
de seus efeitos na ingestdo, o CRF também interfere no gasto energético, uma vez
que é capaz de agir no SNC e regular a atividade do sistema nervoso autbnomo
(SNA), aumentando a atividade simpatica e diminuindo a atividade parassimpatica
(Brown e cols, 1982, Brown & Fisher, 1985). Além disso, foi observado que a sintese
de CRF ¢ influenciada pela leptina, pois apds a administracdo deste horménio em
camundongos ob/ob ocorre aumento da ativagdo dos neurbnios CRF no PVN
(Huang e cols, 1998).

Como dito anteriormente, a LHA integra o circuito neuronal envolvido no
controle da homeostase energética. Descrita inicialmente como “centro da fome”, a
LHA ¢é atualmente conhecida por suas subpopulacées neuronais difusas que
expressam orexinas (A e B) e MCH que recebem projecdes de varios nucleos, como
PVN, ARC, NTS e DMV (Delecea e cols, 1998; Peyron e cols; 1998). Esta area nao
somente recebe, mas também envia projecoes para outras areas envolvidas na
modulacdo do comportamento alimentar, sono e regulagcdo autonémica, como ARC,
NTS e area ventral tegmental (Date e cols, 1999). Desde a sua descoberta na
década de 90, varios estudos tém relatado a participacdo das orexinas no balanco
energético. A orexina atua induzindo aumento da ingestao alimentar (Sakurai e cols,
1998; Haynes e cols, 1999) e hipotermia (Jaszberenyi e cols 2002). O efeito
orexigénico da orexina A é mais potente quando comparado com a orexina B
(Sakuray e cols, 1998). A expressdao de RNAm de orexinas esta aumentada durante
0 jejum e no estado de hipoglicemia; o que sugere sua acao fisiolégica no controle
da ingestao alimentar (Cai e cols, 1999). Além disso, estudos observam a presenca
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de receptor de leptina em neurbnios que expressam orexina A/B, e o aumento do
conteudo de RNAm de pré-pré-orexina apds injegéo icv de leptina (Horvath, Diano &
Van den Pol, 1999; Lopez e cols, 2000). O efeito orexigeno nao é exercido somente
pelas orexinas na LHA, mas também pelo MCH. A administracao icv deste hormébnio
induz hiperfargia (Qu e cols, 1996; Saito e cols, 1999) e diminui 0 gasto energético
(Ludwig e cols, 2001). Sua expressao eleva-se apds o jejum (Qu e cols, 1996) e é
inibida pela leptina (Tritos e cols, 1998).

A leptina € um horménio protéico, codificado pelo gene ob em camundongos,
e produzido, predominantemente, pelos adipécitos (Zhang e cols, 1994), mas pode
ser produzida por outros tipos celulares localizados em outros tecidos como placenta
(Masuzaki e cols, 1997), epitélio gastrico (Bado e cols, 1998), musculo esquelético
(Wang e cols, 1998), células do foliculo capilar (Iguchi e cols, 2001) e osteoblastos
(Reseland e cols, 2001). Sua liberacdo na circulagdo sangliinea ocorre em
proporcdo a quantidade de tecido adiposo. Individuos obesos, por exemplo,
possuem maior concentracdo plasmatica de leptina quando comparados com
individuos eutréficos (Maffei e cols, 1995; Frederich e cols, 1995; Considine e cols,
1996).

A sintese e a liberacao da leptina pelo tecido adiposo séo influenciadas pelo
estado alimentar, ou seja, em condigdes de jejum ha uma reducdo acentuada na
expressdo de RNAm de leptina no tecido adiposo branco e na sua concentracéo
plasmatica (Becker e cols, 1995; Trayhurn e cols, 1995; Hardie e cols, 1996).
Contudo, essas mudancas sao revertidas com a realimentagéao (Becker e cols, 1995;
Trayhurn e cols, 1995; Hardie e cols, 1996). A administracdo exdgena de leptina
resulta em reducdo do consumo alimentar e da adiposidade, perda de peso e
aumento do gasto energético em camundongos ob/ob (Campfield e cols, 1995;
Pelleymounter e cols, 1995; Haynes e cols, 1997). Portanto, a concentracédo
plasmatica de leptina representa um sinal de retroalimentacdo na regulacéo do peso
corporal e do balango energético. Os mecanismos envolvidos no controle da sintese
de leptina ndo estao estabelecidos, porém, sabe-se que glicocorticoides, insulina e
noradrenalina influenciam a sintese deste horménio (Robaczyk, Smiarowska &
Krzyzanowska-Swiniarska, 1997).

A acéo da leptina ocorre por meio de sua ligacdo ao seu receptor especifico,
o qual é membro da familia dos receptores de citocina (White & Tartaglia, 1996).
Existem seis formas variantes do receptor de leptina (ObRa, ObRb, ObRc, ObRd,
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ObRe, ODbRf) (Lee e cols, 1996; Chua e cols, 1997; Tartaglia e cols, 1997). O
receptor de forma longa (ObRb) € expresso, abundantemente, no hipotalamo;
particularmente nas regides envolvidas na regulacdo da homeostase energética,
como: ARC, DMH e LHA (Cheung e cols, 1997; Fei e cols, 1997; Elmquist e cols,
1998). Mutacao no gene codificador do receptor de leptina (db para camundongos e
fa para ratos) induz o aparecimento de hiperfagia, obesidade, hiperlipidemia e
resisténcia ao tratamento com leptina exégena (Chen e cols, 1996; Lee e cols,
1996), confirmando a participagdo essencial da leptina no controle da ingestao
alimentar.

Como descrito anteriormente, a leptina € capaz de inibir e estimular
populacées neuronais distintas do ARC envolvidas no controle da homeostase
energética (Elmquist, Elias & Saper, 1999; Saper e cols, 2002). Os axbnios destas
populacdes neuronais, por sua vez, projetam-se para neurdnios de segunda ordem
localizados no PVN, VMH, DMH e LHA (Sawchenko, 1998; Schwartz e col, 2000).
Estes neurdnios de segunda ordem, que também expressam receptor de leptina
(Hakanson e cols, 1998; Fei e cols, 1997; EImquist e cols, 1998), por sua vez
projetam-se para o nucleo do trato solitario (NTS) e para o ndcleo dorsal motor do
vago (DMV), no tronco encefdlico; integrando assim um circuito neuronal
responsavel pela regulacao do apetite.

Além desses fatores fisiolégicos neuronais e adipocitarios, os hormonios
gonadais também participam na regulacdo da ingestao alimentar, do peso e da
composigao corporal de vérias espécies de mamiferos. A deficiéncia dos hormdnios
ovarianos pela ovariectomia, por exemplo, leva ao ganho de peso (Wade & Zucker,
1970; Mook e cols, 1972; Landau & Zucker, 1976) e ao aumento do contetudo de
lipidios da carcacga de ratas (Leshner e cols, 1973; Gray e cols, 1981). Esta fase de
ganho de peso é acompanhada por uma elevagdo na ingestdo alimentar (Wade,
1970; Mook e cols, 1972; Tarttelin, 1973; Landau e cols, 1976) e diminuigdo no
exercicio voluntario (Mook e cols, 1972; Wade, 1975).

Observa-se na maioria das fémeas de mamiferos como ratas, camundongos,
porcas, primatas ndao—humanos e mulheres, que a ingestdo alimentar diminui
durante a fase peri-ovulatéria e aumenta na fase pés-ovulatéria (Wade, 1972;
Blaustein & Wade, 1976; Kemmitz e cols, 1989; Dye & Blundell, 1997; Eckel, Houpt
e Geary, 2000). Alguns estudos sugerem que esta diminuicdo no consumo alimentar
esta relacionada a acao anorexigena do estradiol. Desde a década de 70, Wade e
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Zucker ja relatavam que a administracdo de benzoato de estradiol em ratas
ovariectomizadas promovia redug¢do na ingestdo alimentar. Posteriormente, com a
descoberta dos receptores de estrégeno ERa e ERpB (Green e cols, 1985; Kuiper e
cols, 1996), varios pesquisadores concluiram que o efeito anorexigeno do estradiol é
mediado pela ativacdo destes receptores presentes nas areas envolvidas no
controle da homeostase energética, como PVN, VMH, NTS (Butera e cols, 1996;
Diano e cols, 1998; Eckel & Geary, 2001; Eckel, Houpt & Geary, 2002).

Por conseguinte, este trabalho visa esclarecer a influéncia do estradiol nos

mecanismos fisioldgicos implicados no controle da homeostase energética.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral:

Avaliar os efeitos da ovariectomia, com e sem reposicdo de estradiol, na
ingestao alimentar e na expressao génica de mediadores hipotalamicos envolvidos

no controle da homeostase energética.

2.2. Objetivos especificos:

1. Avaliar o efeito da ovariectomia e da reposicao de estradiol na ingestao alimentar
e no ganho de peso corporal;

2. Avaliar a concentracdo plasmatica de leptina dos animais submetidos a

ovariectomia com e sem reposi¢cao hormonal.

3. Avaliar a expressao de RNAm de NPY, AgRP, CART, POMC e ObRb no ARC;
CRF, CART, MC4-R e ObRb no PVN; Pr6-MCH, Orexina A, CART, MC4-R e ObRb

na LHA de animais submetidos a ovariectomia com e sem reposi¢cédo hormonal.

4. Avaliar o efeito da ovariectomia e da reposicao de estradiol na ingestao alimentar
e na variagdo de peso corporal ap6s administracdo intracerebroventricular de
leptina.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Animais

Foram utilizadas ratas adultas, da linhagem Wistar, pesando entre 200-230 g,
provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto — USP. Os animais
foram ambientalizados, individualmente, em gaiolas metabdlicas no biotério do
Departamento de Fisiologia em temperatura controlada (23 £ 2°C), sob regime de luz
com ciclo claro-escuro de 12/12 horas (periodo de luz: 06h as 18h). Os animais
tiveram livre acesso a agua e racao, exceto nos experimentos em que houve a
retirada da dieta. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto - USP, protocolo n2 004/2006.

3.2. Protocolos experimentais

3.2.1. Avaliacao da ingestao alimentar, do peso corporal, da concentracao
plasmatica de leptina e da expressao génica dos mediadores hipotalamicos.

Apés trés ciclos estrais regulares, as ratas foram submetidas a ovariectomia

bilateral e divididas em dois grupos:
- ratas ovariectomizadas (OVX);
- ratas ovariectomizadas com reposicao de estradiol (OVX+E).

No dia seguinte a cirurgia, estes animais receberam injecdo subcutanea de
cipionato de estradiol (10 ug/Kg peso corporal, Grupo OVX+E) ou veiculo (éleo de
milho: 0,1 mL/rata, Grupo OVX) entre 9h e 10h, por oito dias consecutivos. Durante
este periodo, foram verificados, diariamente, entre 9h e 10h, a ingestao alimentar de
24 horas e o peso corporal. Em todo o periodo do experimento, as ratas tiveram livre
acesso a agua e racao disponibilizadas individualmente em gaiolas metabdlicas,
exceto como especificado abaixo.

No oitavo dia, a dieta foi retirada as 16h, e grupos de ratas OVX e OVX+E
foram decapitados as 17h para coleta de sangue e do cérebro em condicées livre de
RNase (Esquema 1). Ao restante dos animais, a dieta foi reapresentada as 18h, ou
seja, no momento em que a luz do biotério apagou-se, sendo estes animais dos

grupos OVX e OVX+E decapitados as 22h para coleta de sangue e cérebro.
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O sangue coletado do tronco foi utilizado para dosagem hormonal e o cérebro
para extracdo de RNA total e quantificacdo dos mediadores hipotalamicos pelo
método da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR), como
descritos posteriormente.

. ) Tratamento com estradiol ou veiculo
Ovariectomia

3 ciclos estrais

regulares L . ~ .
9 Avaliacao da ingestao alimentar e do peso corporal

Dia 1 Dia 8

l

Retirada da dieta as 16h

l

Reapresentagéo da
dieta as 18h

l

17h 22h

Decapitacéo para coleta
de sangue e cérebro

Esquema 1: Procedimentos experimentais para coleta de sangue e tecido cerebral. Ver texto

para detalhes.
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3.2.2. Avaliacao da ingestao alimentar e do peso corporal apés administracao

intracerebroventricular de leptina.

Apos trés ciclos estrais regulares, as ratas foram submetidas a ovariectomia
bilateral e a implantacao de canula no ventriculo lateral direito, e logo em seguida
divididas em quatro grupos:

- ratas ovariectomizadas (OVX) + salina;

- ratas ovariectomizadas (OVX) + leptina;

- ratas ovariectomizadas com reposicao de estradiol (OVX+ E) + salina;
- ratas ovariectomizadas com reposicao de estradiol (OVX+E) + leptina.

No dia seguinte, estes animais receberam injecao subcutanea de cipionato de
estradiol (10 ug/Kg peso corporal, OVX+E) ou veiculo (6leo de milho: 0,1 mL/rata,
OVX) entre 9h e 10h, por oito dias consecutivos. Em todo o periodo do experimento,
as ratas tiveram livre acesso a agua e racao disponibilizadas individualmente em
gaiolas metabdlicas, exceto como especificado abaixo.

No oitavo dia, a dieta desses animais foi retirada as 16h. As 17h, iniciou-se a
injecdo central de leptina (Leptin, Mouse, Recombinant, E.coli; Calbiochem®) na
dose de 10 pg/5uL ou veiculo (salina estéril: 5ul/rata). Posteriormente, a dieta foi
reapresentada as 18h, ou seja, no momento em que a luz do biotério apagou-se. A
avaliagdo da ingestdo alimentar foi realizada 2, 4, 14 e 24 horas apds a
reapresentacdo da dieta e o peso corporal foi avaliado 14 e 24 horas apés.
Posteriormente, estes animais foram decapitados para descarte.

3.3. Procedimentos cirurgicos

3.3.1. Ovariectomia bilateral

Neste estudo foram incluidas apenas ratas que apresentaram trés ciclos
estrais regulares e consecutivos de quatro dias. A verificagdo do ciclo estral foi
realizada, coletando-se o esfregaco vaginal diariamente com um conta-gotas
contendo previamente solucdo de NaCl 0,9%. O liquido vaginal coletado foi
analisado a fresco no microscopio éptico. Apéds trés ciclos estrais regulares, as ratas
foram ovariectomizadas, sob anestesia com 2,2,2-tribromoetanol (TBE 2,5%, 1

ml/100 g peso corporal, via intraperitoneal). Estes animais foram submetidos a
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incisdao bilateral longitudinal (1,5 cm de comprimento) da pele e do tecido
subcutaneo entre a ultima costela e a coxa. Com o auxilio de uma pinga, o tecido
muscular foi divulsionado para visualizagdo dos ovarios, os quais foram retirados.

Apos a retirada, foi realizada sutura com fio de algodao.

3.3.2. Canulacao do ventriculo lateral

Logo apés a ovariectomia, as ratas foram submetidas a implantacdo de uma
canula intracerebroventricular por meio de cirurgia estereotaxica. Durante esta
cirurgia, os animais receberam um implante no ventriculo lateral direito de uma
canula guia de acgo inoxidavel de 0,7 mm de diametro externo, 0,4 mm de diametro
interno e 10 mm de comprimento. O animal teve sua cabeca fixada num aparelho
estereotaxico e uma incisdo na parte superior da mesma foi realizada, expondo-se o
bregma e o lambda. Um ajuste foi realizado para que estes pontos ficassem no
mesmo plano horizontal. Apés o implante, a canula foi fixada por uma resina de
acrilico autopolimerizavel (Simplex®) sobre a calota craniana, com auxilio de
parafusos de aco inoxidavel fixados no cranio para assegurar uma maior adesao do
polimero ao 0sso.

A canula no ventriculo lateral direito foi posicionada utilizando-se as seguintes
coordenadas do atlas de Paxinos e Watson (1997): antero-posterior: -0,6 mm
(posterior ao bregma); latero-lateral: -1,5 mm (direita ao bregma); vertical: -3,6 mm (a
partir da superficie da calota craniana). Dentro de cada canula foi inserido um
mandril de aco para evitar a obstrugéo.

No final da cirurgia, os animais receberam uma injecdo de antibibtico
(Pentabiético) na dose de: 0,1 mL/100 g peso corporal, por via intramuscular.

A posicao da céanula foi verificada por meio da injecao central de angiotensina
na dose de 25 ng/5 pL apés o término do experimento. Neste estudo foram incluidas
apenas ratas que ingeriram um volume de agua maior que 1 mL, 10 minutos apos a

administragdo da angiotensina.
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3.4. Coleta de sangue

O sangue do tronco foi coletado por decapitacdo em tubos contendo heparina,
sob gelo. O plasma foi obtido apds centrifugacao por 20 minutos, 3000 rotagdes/min,
a 4°C e posteriormente estocado a -20°C, até o momento da dosagem de leptina
plasmatica.

3.5. Coleta de tecido cerebral

Apos a decapitagdo, o cérebro foi removido a partir da abertura da calota
craniana, utilizando-se materiais cirlrgicos esterilizados e em ambiente livre de
RNase, e congelado imediatamente em gelo seco. Logo em seguida, o cérebro foi
estocado no freezer -80°C até a etapa de microdissec¢ao dos nucleos hipotalamicos
estudados, como descrita abaixo.

3.6. Métodos laboratoriais

3.6.1. Dosagem de leptina plasmatica

A dosagem da leptina plasmatica foi realizada por radioimunoensaio
utilizando-se kit comercial Murine Leptin (Linco®). A dose minima detectavel e o
coeficiente de variagao intra-ensaio foram, respectivamente, 0,5 ng/mL e 1,6%.

3.6.2. Analise quantitativa de expressao génica por meio da reacao em cadeia
da polimerase em tempo real.

3.6.2.1. Microdisseccao

Amostras de tecidos do PVN, ARC e LHA foram obtidas por microdisseccao
de seccdes coronais de 600 um (para o PVN) e 1500 um (para o ARC e LHA),
segundo as coordenadas do atlas de Paxinos e Watson (1997): -1,7 mm até -2,3 mm
(PVN) e -2,3 mm até -3,8 mm (ARC e LHA), em relacdo ao bregma. As seccoes
coronais especificas foram obtidas em criostato sob -20°C e coletadas diretamente
em laminas. As amostras das regides hipotalamicas foram coletadas por meio de
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uma agulha estéril de 1,5 mm de diametro, transferidas para um tubo estéril
contendo previamente uma solucdo estabilizadora de RNA (RNAl/ater, Ambion®) e
armazenadas a 4°C até a extracdo de RNA. Em cada tubo foi colocado um nucleo
hipotaldmico de apenas um animal. Todos os procedimentos foram realizados em

condigdes livres de RNase.

3.6.2.2. Extracao de RNA total e realizacao de PCR em tempo real

O RNA total dessas amostras foi extraido utilizando-se TRIzol Reagent
(Invitrogen®) de acordo com as instrucdes do fabricante. A quantificacdo desse RNA
total foi realizada em espectrofotdbmetro com absorbancia de 260 nm (Biofhotometer
Eppendorf). A integridade e a qualidade do RNA total extraido foram avaliadas pelo
método de eletroforese em gel de agarose 1,2%. As amostras de RNA total foram
consideradas aceitaveis para uso posterior, somente quando as bandas 18S e 28S
do RNA riboss6mico foram visualizadas no gel.

Apébs esta etapa, foi realizada a sintese de DNA complementar (cDNA), a
partir de 250 mg de RNA, por kit comercial High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems®). Neste protocolo, utilizaram-se os seguintes
reagentes: 1,25 ul de 10X RT Buffer, 0,50 pl de 25X dNTP Mix (100mM), 1,25 ul de
10X RT Random Primers, 0,75 ul de MultiScribe Reverse Transcriptase e 18,75 ul de
agua DEPC (dietilpirocarbonato). A transcricdo reversa foi realizada em
termociclador (GeneAmp PCR System 9600, Applied Biosystems®) nas seguintes
condigdes: 10 min a 25°C e 120 min a 37°C. O cDNA obtido foi diluido em agua
DEPC na proporgao 1:5 e armazenado no freezer — 20°C até ser utilizado para as
reacoes de PCR em tempo real.

Para realizagdo da PCR em tempo real em triplicata, foram utilizados 4 ul de
cDNA e 8 pl de uma mistura contendo 6,25 pl de solugdo Tagman® 2X Master Mix
(Applied Biosystems®), 0,65 pl de sonda especifica e 1,60 pl de 4gua DEPC.

As sondas utilizadas foram adquiridas da Applied Biosystems® e estdo

descritas abaixo.
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Tabela 1: Ensaios de expressao génica para PCR em tempo real

Sonda Tagman® Gene Expression Assay ID
AgRP Rn 01431703_g1
B-actina 4352340E
CART Rn 00567382_m1
CRF Rn 01462137
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 4352338E
(GAPDH)
MC4-R Rn 01491866_s1
NPY Rn 01410145_m1
ObRb Rn 00561465_m1
Orexina A Rn 00565995_m1
POMC Rn 00595020_m1
Pr6-MCH Rn 00561766_g1
RNA riboss6mico 18S 4333760T

A PCR foi realizada em um equipamento 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems®), ap6s a desnaturacao inicial de 10 min a 95°C, seguida de 40
ciclos de 15 s de desnaturacdo a 95°C e 1 min de anelamento e extensdo a 60°C.
Trés genes de referéncia (housekeeping gene) foram utilizados como controles
endogenos: B-actina, GAPDH e RNA ribossémico 18S para normalizar as reagdes. A
expressao relativa do gene alvo foi calculada baseando-se no threshold cycle (Ct).
Os resultados foram analisados de acordo com o método AACt. A média geométrica
do Ct dos genes de referéncia (B-actina, GAPDH e RNA riboss6mico 18S) foi
subtraida do Ct do gene de interesse para determinar o ACt de cada amostra (ACt =
Ct Desconhecido — Ct housekeeping gene)- O AGt do calibrador (grupo controle) foi subtraido do
ACt de cada amostra para determinar 0 AACt (AACt = ACt pesconhecido — ACtcatibrador)-

2-AACt

Este valor foi aplicado na equacao , Cujo resultado representa a expressao

relativa de RNAm expressa em unidades arbitrarias.
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3.7. Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como média = erro padrio da média (EPM). A
significancia estatistica da diferenca entre as médias dos grupos estudados foi determinada
pela aplicacdo dos seguintes testes: test-t ndo pareado e andlise de variancia. Andlise de
variancia two-way ANOVA para medidas repetidas, seguida de teste de Student-Newman-
Keuls foi aplicada para comparacdo dos resultados de ingestdo alimentar e peso corporal
didrios. Para comparacdo da média de ingestdo alimentar didria e ganho total de peso
corporal, foi utilizado o test-t ndo pareado. Para os resultados de concentracdo plasmética
de leptina, expressdo relativa de RNAm, ingestdo alimentar e variacdo do peso corporal
ap6s administracdo icv de leptina aplicou-se a andlise de variancia two-way ANOVA,
seguido do pos-teste Student-Newman-Keuls. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o Programa SigmaStat, versdo 3.1, Software

SYSTAT.
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4. RESULTADOS
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4.1. Avaliacao da ingestao alimentar e do ganho de peso corporal apés

ovariectomia com e sem reposicao de estradiol.

A figura 1 apresenta o resultado da ingestao alimentar e do ganho de peso
corporal dos animais submetidos a ovariectomia com e sem reposicao hormonal por
oito dias consecutivos apds a cirurgia. Observa-se que a reposicao de estradiol
promoveu uma diminuicdo (p<0,01) no consumo alimentar diario (9,7+0,2 g/100g
peso corporal) ao se comparar com o grupo OVX (10,8+0,3 g/100g peso corporal).
Pode-se observar também que o grupo OVX+E induziu uma reducdo (p<0,01) no

ganho total de peso corporal (28,3+2,7 g) em relagao ao grupo OVX (42,2+2,9 q).
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Figura 1. Valores diarios (A e C) (MédiatEPM) e média (B e D) da ingestao alimentar (g/100 g peso
corporal) e do peso corporal (g), respectivamente, de ratas ovariectomizadas com (OVX+E, n=15) e
sem reposicao (OVX, n=13) de estradiol na dose de 10 ug/Kg peso corporal. * p<0,01; # p<0,05 OVX
versus OVX+E.
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4.2. Avaliacao da concentracao plasmatica de leptina dos animais submetidos
a ovariectomia com e sem reposicao de estradiol.

A figura 2 representa a concentragcdo plasmatica de leptina de ratas
ovariectomizadas com e sem reposicao de estradiol, no periodo pré- (17h) e poés-
alimentacao (22h). Verifica-se que a reposi¢do de estradiol induziu, nos dois
periodos estudados, maior concentracao plasmatica de leptina (p<0,05), em relacao
ao grupo OVX (17h: 2,4+0,3 ng/mL versus 1,6+0,3 ng/mL e 20h: 3,7+0,3 ng/mL
versus 2,5+0,3 ng/mL). As concentragdes plasmaticas de leptina as 22h foram

significativamente maiores quando comparadas as concentragdes das 17h, tanto no
grupo OVX como OVX+E.

mm OVX
4 * C—IOVX+E

Leptina plasmatica (ng/mL)

17h 29h

Figura 2. Concentracdo plasmatica de leptina (ng/mL) (MédiatEPM), no periodo pré- (17h) e pés-
alimentagéo (22h), de ratas ovariectomizadas com (OVX+E, n= 7-8) e sem reposicao (OVX, n= 7-8)
de estradiol na dose de 10 pg/Kg peso corporal. * p<0,05.
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4.3. Avaliacao da expressao relativa de RNAm dos mediadores hipotalamicos
envolvidos no controle da homeostase energética dos animais submetidos a

ovariectomia com e sem reposicao de estradiol.

Na figura 3 estdo apresentadas em unidades arbitrarias as expressdes
relativas de RNAm dos genes alvos investigados no ARC de ratas ovariectomizadas
com e sem reposicao de estradiol, no periodo pré- (17h) e pds-alimentacao (22h).

Pode-se observar que para o RNAm de ObRb e POMC, nao houve diferenca
na expressdo dos mesmos entre os animais OVX e OVX+E, nos dois periodos
estudados. Por outro lado, a presencga do estradiol induziu uma reducéao (p<0,05) da
expressao relativa de RNAm de NPY e AgRP no periodo das 17h. Para o RNAm de
CART, tanto no periodo pré- como pés-alimentacao, houve uma reducao (p<0,05) da

sua expressao relativa nos animais que receberam estradiol.
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Figura 3. Expressao relativa de RNAm (MédiatEPM) de ObRb, NPY, AgRP, POMC e CART no ARC,
no periodo pré- (17h) e pdés-alimentagdo (22h), de ratas ovariectomizadas com (OVX+E) e sem

reposicao (OVX) de estradiol na dose de 10 pg/Kg peso corporal. * p<0,05, n=4-7.
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Na figura 4 estdo apresentadas em unidades arbitrarias as expressdes
relativas de RNAm dos genes alvos investigados no PVN de ratas ovariectomizadas
com e sem reposicao com estradiol, no periodo pré- (17h) e pés-alimentacao (22h).

Verifica-se as 17h que a expressdao de RNAm de ObRb, MC4-R, CRF e CART
no PVN foi maior no grupo OVX+E comparada ao grupo OVX, ndo havendo
diferenca entre os dois grupos as 22h. O grupo OVX nao apresentou diferenca na
expressdao de RNAm desses genes entre os dois periodos avaliados. No entanto, no
grupo OVX+E, a expressao dos referidos genes foi maior as 17h.
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Figura 4. Expressao relativa de RNAm (MédiatEPM) de ObRb, MC4-R, CRF e CART no PVN, no
periodo pré- (17h) e pés-alimentagdo (22h), de ratas ovariectomizadas com (OVX+E) e sem
reposi¢ao (OVX) de estradiol na dose de 10 pg/Kg peso corporal. * p<0,05, n=4-8.
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A figura 5 apresenta em unidades arbitrarias as expressdes relativas de
RNAm dos genes alvos investigados na LHA de ratas ovariectomizadas com e sem
reposi¢ao de estradiol, no periodo pré- (17h) e pds-alimentacao (22h).

Pode-se observar que para o RNAm de MC4-R e Pr6-MCH na LHA, nao
houve diferenca na expressao dos mesmos entre os animais OVX e OVX+E, nos
dois periodos estudados. Foi observado também que as 22h, a expressdo de RNAm
de ObRb e CART foi maior no grupo de ratas OVX+E quando comparada com o
grupo OVX, porém nao houve diferenga entre os dois grupos no periodo das 17h. O
grupo OVX ndo apresentou diferenga na expressdo de RNAm desses dois genes
entre os dois periodos. Entretanto, no grupo OVX+E, a expressdo dos genes ObRb
e CART foi maior as 22h.

Para a orexina A, observamos, as 17h, que a expressdo de RNAm deste
neuropeptideo foi menor no grupo OVX+E em relacdo ao grupo de ratas OVX, nao
havendo diferenca as 22h. Além disso, o grupo OVX ndo apresentou diferenca na
expressdao de RNAm da orexina ao se comparar o valor das 17h com o valor das
22h. Contudo, no grupo OVX+E, a expressdao de RNAm para orexina A foi maior as
22h.
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Figura 5. Expressao relativa de RNAm (MédiatEPM) de ObRb, MC4-R, orexina A, Pr6-MCH e CART
da LHA, no periodo pré- (17h) e pés-alimentacdo (22h), de ratas ovariectomizadas com (OVX+E) e

sem reposicao (OVX) de estradiol na dose de 10 ug/Kg peso corporal. * p<0,05, n=5-8.
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4.4. Avaliacao do efeito da ovariectomia e da reposicdo de estradiol na
ingestao alimentar e na variacdo de peso corporal apdés administracao
intracerebroventricular de leptina.

A figura 6 mostra os valores de ingestao alimentar (fig. 6A) de 2, 4, 14 e 24
horas apos reapresentacdo da dieta e a variacdo do peso corporal (fig. 6B) 14 e 24
horas apds, em ratas ovariectomizadas com e sem reposicdo de estradiol e
submetidas a administragao icv de salina ou leptina.

Pode-se verificar que no periodo das 24 horas apds reapresentacdo da dieta,
a leptina reduziu (p<0,05) o consumo alimentar no grupo OVX (9,7+0,6 g/100g peso
corporal vs 11,940,6 g/100g peso corporal) e OVX+E (8,5+0,7 g/100g peso corporal
vs 11,0+£0,6 g/100g peso corporal), quando comparado a injecdo de salina. A
ingestao alimentar apds injecao de leptina do grupo OVX néo foi diferente quando
comparada ao grupo OVX+E.

Em relacdo a variacdo do peso corporal, observa-se que 14 horas apéds
reapresentacdo da dieta, a administracdo de leptina icv induziu uma reducao
(p<0,05) do peso corporal das ratas OVX (-0,3%£1,5 g) e OVX+E (-5,4%1,8 g), quando
comparada a injecao de salina (OVX: 5,8+1,5 g; OVX+E: 2,1£1,5 g). Esta reducéao
do peso, ap6s a administracao de leptina, persistiu 24 horas apds reapresentacao da
dieta em ambos os grupos (OVX: -3,3+1,4 g; OVX + E: -7,8+1,6 g). Comparando-se
a variacao do peso corporal dos dois grupos, apés injecao de leptina, observou-se
que o grupo OVX+E apresentou uma maior perda de peso corporal, tanto 14 horas

como 24 horas apoés a reapresentacao da dieta.
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Figura 6. Valores (MédiatEPM) de ingestao alimentar (g/100g peso corporal) (A) e variagdo do peso
corporal (g) (B) de ratas ovariectomizadas com (OVX+E, n= 7-10) e sem reposi¢cao (OVX, n= 10) de

estradiol, e submetidas a administracao icv de salina ou leptina no oitavo dia pés-cirurgico. * p<0,05.
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5. DISCUSSAO
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O controle neuroenddcrino da ingestdo alimentar e do peso corporal é
influenciado pelo eixo hipotalamo-hipéfise-gdbnada como verificado em vérias
espécies, inclusive a humana. Desde a década de 40, j4 se observava variacdo na
ingestao e no peso corporal de ratas adultas, de acordo com o ciclo estral. Durante o
estro foi verificada reducdo da ingestdo alimentar e do ganho de peso corporal
(Brobeck, Wheatland & Strominger, 1947). No entanto, este padrao foi revertido na
fase de diestro, quando a concentracao plasmatica dos esterbides sexuais encontra-
se baixa.

Em nosso estudo, a avaliacdo do efeito do estradiol na ingestdo alimentar e
no peso corporal demonstrou que a deficiéncia desse esterdide sexual, induzida pela
ovariectomia, promoveu um aumento significativo no consumo alimentar diario e no
ganho total de peso corporal; quando comparado ao grupo com reposicdo de
estradiol. Esses resultados estdo de acordo com a literatura, uma vez que varios
estudos realizados desde 1970 até os dias atuais tém demonstrado dados
semelhantes (Wade & Zucker, 1969; Wade & Zucker, 1970; Wade, 1975; Geary &
Asarian, 1999, Chu e cols, 1999; Eckel & Geary, 2001; Kimura e cols, 2002). Este
efeito do estradiol na ingestao alimentar e no peso corporal parece ser mediado pela
sua ligacdo ao receptor ERa, como demonstrado em ratas Sprague-Dawley OVX
tratadas com injecoes diarias subcutaneas de agonista seletivo para o receptor ERa
por 14 dias, em que se observou a reducédo da ingestao alimentar e do ganho total
de peso corporal (Roesh, 2006). Estes mesmos efeitos ndo foram verificados apds
injecdes do agonista seletivo para o receptor ERB (Roesh, 2006). Atualmente, sabe-
se que as duas isoformas do receptor de estradiol estdo presentes em varios locais
envolvidos no controle da homeostase energética, como nos ndcleos hipotalamicos
(Shughrue, Lane & Merchenthaler, 1997; Osterlund e cols, 1998; Diano e cols, 1998;
Eckel & Geary, 2001; Eckel e cols, 2002) e, também, no tecido adiposo (Wade &
Gray, 1978; Gray e cols 1981; Pedersen e cols, 1991). Contudo, os mecanismos que
medeiam os efeitos do estradiol na modulacdo do controle da homeostase
energética ainda nao estdo totalmente esclarecidos. Para compreender melhor
esses mecanismos, investigamos, primeiramente, se o efeito anorexigeno do
estradiol poderia estar relacionado com o aumento na sintese e liberagdo da leptina,

hormonio adipocitario que inibe o apetite.
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Nossos experimentos com animais OVX e OVX+E demonstraram que a
ovariectomia induziu uma diminuicdo da concentracao plasmatica de leptina no
periodo pré- (17h) e pés-alimentacdo (22h). Esses dados confirmam os dados
prévios da literatura de que o estradiol influencia a sintese e liberagao de leptina
(Shimizu e cols, 1997; Machinal e cols, 1999; Brann e cols, 1999; Elbers e cols,
1999; Hadji e cols, 2000), e estdo de acordo com a descricdo da presenca de
receptores estrogénicos nos adipocitos relatados por Wade & Gray (1978).
Utilizando estudo in vitro, Machinal e cols (1999) observaram que a exposi¢cao ao
estradiol por 24 horas em cultura de adipdcito de tecidos subcutaneos, perirenal e
parametrial de ratas OVX aumentava a expressdao do gene ob e a liberagdo da
proteina leptina. Neste mesmo estudo, foi observado, também, que este efeito foi
abolido pelo uso de um anti-estrogeno. Estudos, in vivo, demonstraram que a
injecdo de estradiol aumentou significativamente a expressdo de RNAm de ob no
tecido adiposo branco subcutaneo (Shimizu e cols, 1997) e peritoneal (Brann e cols,
1999) e a concentracdo plasmatica de leptina de ratas OVX (Shimizu e cols, 1997;
Brann e cols, 1999). Estes efeitos do estradiol foram relatados também em mulheres
na pds-menopausa, em que se observou elevacdo da leptina plasmatica ap6s o
tratamento com estradiol (Elbers e cols, 1999; Hadiji e cols, 2000).

A leptina, sintetizada principalmente pelos adipécitos, atua como importante
fator circulante que conduz informacdo ao cérebro sobre o estoque energético
disponivel na forma de tecido adiposo. No jejum, ocorre acentuada diminuicdo da
leptina plasmatica e da expressdao do gene ob nos adipécitos. No entanto, apoés o
periodo de realimentacdo essas alteracées sao revertidas (Trayhurn e cols, 1995;
Hardie e cols, 1996). A leptina, juntamente com a insulina, promove sua acgao
inibitéria na ingestao alimentar por meio da inibicdo de neur6nios NPY/AgRP e da
estimulacdo de neurénios POMC/CART do ARC (Schwartz e cols, 1996 e 1997).
Além disso, a leptina pode atuar diretamente no PVN e na LHA e induzir,
respectivamente, o aumento de CRF (Huang, Rivest & Richard e cols, 1998) e
diminuicao de orexina A e MCH (Qu e cols, 1996; Beck & Richy, 1999).

No presente estudo observamos um aumento da concentracao plasmatica de
leptina no periodo pds-alimentacédo (22h), quando comparada a concentracao preé-
alimentacao (17h), tanto no grupo OVX como no grupo OVX+E. Estudos anteriores
relataram que a concentracao plasmatica de leptina aumenta apos a refeicao (Barr e
cols, 1997). Esse aumento € mediado, em parte, pela insulina, a qual é capaz de
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estimular diretamente a sintese e liberacdo de leptina pelos adipdcitos (Barr e cols,
1997). Estes dados confirmam que a leptina plasmatica e sua expressao génica no
tecido adiposo branco podem ser reguladas por estimulos agudos (EImquist, Elias &
Saper, 1999). Alguns trabalhos sugerem que a leptina participa dos mecanismos de
saciedade, modulando assim o tamanho da refeicao (Saladin e cols, 1995; Peters e
cols, 2005). Portanto, além dos efeitos da leptina no controle a longo prazo na
homeostase energética, esses dados corroboram a participacdo da leptina nos
mecanismos de controle agudo da ingestao alimentar.

As maiores concentracdes de leptina plasmatica no periodo poés-alimentagao
do grupo OVX+E sugerem que a diminuicdo do consumo alimentar e do ganho de
peso corporal destes animais pode ser uma conseqiiéncia do aumento do sinal de
saciedade promovido pela leptina durante a refeicao.

Ainda tentando esclarecer os mecanismos fisiologicos exercidos pelo
estradiol, capazes de modular o controle da homeostase energética, investigamos
se o estradiol modificava ou nao, a expressdao de RNAmM dos mediadores envolvidos
no balanco energético no ARC, PVN e LHA, no periodo pré- e pés-alimentacédo. Os
resultados deste experimento demonstraram, pelo método de PCR em tempo real,
que o tratamento com estradiol reduziu a expressao relativa de RNAm de NPY,
AgRP e CART no ARC; e RNAm de orexina A na LHA. Por outro lado, o tratamento
com estradiol aumentou a expressao relativa de RNAm de ObRb, MC4-R, CART e
CRF no PVN; e RNAm de ObRb e CART na LHA. Estes resultados sugerem que o
efeito anorexigeno do estradiol pode ser mediado pela sintese menor de NPY em
neurénios do ARC, e por conseguinte, menor sinalizagcdo destas projecoes
neuronais para o PVN. Os dados obtidos estdo de acordo com a demonstracdo de
menor liberagdo de NPY no PVN, sob tratamento com estradiol em estudo in vitro
(Bonavera e cols, 1994). Outros pesquisadores demonstraram reducao do conteudo
de NPY no ARC, apds administracdo de estradiol em ratas OVX (Crowley e cols,
1985) e reducao da expressao de RNAm deste neuropeptideo em ratas OVX+E
submetidas ao jejum de 48 horas (Baskin e cols, 1995). Recentemente, foi
demonstrado pelo método de hibridizagao in situ que a administragao de estradiol
em camundongos fémeas OVX causou reducado na expressdao de RNAm de NPY no
ARC (Pelletier, Luu-The & Labrie, 2007). Além disto, foi demonstrado, também, que
durante a lactagdo, estado fisiol6gico em que ha redugdo da concentracao

plasmatica de estradiol e aumento da ingestdo alimentar, ha um aumento da
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expressdo de RNAm de NPY (Pape & Tramu, 1996). A presenca de receptores
estrogénicos em neurdnios NPY do ARC (Sar, Sahu e cols 1990) sugere a acao
direta do estradiol na expressao de NPY.

A anorexia induzida pelo estradiol também pode estar relacionada com a
sintese menor de AgRP em neurbnios do ARC. Chen e cols (1999) demonstraram,
pelo método de hibridizagao in situ, um aumento na expressao de RNAm de AgRP
durante a lactacdo. O AgRP tem sido implicado na regulacdo do sistema da
melanocortina central, pelo seu efeito orexigénico atuando como antagonista
endogeno da sinalizacdo dos receptores MC3-R e MC4-R no hipotalamo (Ollmann e
cols., 1997; Rossi e cols., 1998). No entanto, Santollo & Eckel, 2007 nao verificaram
diminuicdo do consumo alimentar apds administracao icv de AgRP em ratas OVX,
submetidas ao tratamento com estradiol. Logo, a anorexia mediada pelo estradiol
nao depende somente da inibicdo do AgRP, e sim de outros sistemas neuronais
envolvidos no controle da homeostase energética.

No presente estudo, o efeito hipofagico do estradiol esteve associado a
reducao da expressdo de orexina A na LHA, considerada um potente orexigeno
(Mazza e cols, 2005). Na literatura, os dados de conteudo de orexina A no
hipotalamo durante o ciclo estral sdo controversos, com relato de aumento (Porkka-
Heiskanen e cols, 2004) ou de reducéo (Russell e cols, 2001) no proestro, quando
comparado ao diestro. Portanto, a participacdo da orexina A nos mecanismos dos
efeitos hipofagicos do estradiol necessitam de mais estudos para o seu
esclarecimento. Deve ser mencionado que além da sua acdo no comportamento
alimentar, a orexina A interfere no eixo gonadal diminuindo a freqiiéncia dos pulsos
de LH em ratas OVX (Tamura, 1999) e estimulando a liberacao de GnRH, como
relatado em estudo in vitro utilizando tecido hipotalamico de ratas no proestro
(Russell e cols, 2001). Assim, tem sido sugerido que a orexina pode participar nos
mecanimos fisiol6gicos envolvidos na regulacao do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal
(Russell e cols, 2001).

Considerando-se ainda os efeitos do estradiol na ingestao e no peso corporal,
podemos dizer que o aumento da expressao relativa de RNAm de ObRb, MC4-R,
CART e CRF no PVN; e RNAm de ObRb e CART na LHA contribui também para os
efeitos do estradiol como importante modulador fisiolégico da homeostase
energética.



53

O aumento da expressao relativa de RNAm de ObRb no PVN e na LHA
observados nos animais OVX+E é concordante com um dado interessante publicado
por Rocha e cols (2004). Neste estudo os autores demonstraram um aumento da
expressao génica de ObRb hipotalamico em ratas OVX submetidas ao tratamento
com estradiol por 48 horas. Podemos sugerir entdo, que o aumento da expressao
relativa de RNAmM de ObRb em ratas OVX+E, verificado em nosso estudo, poderia
contribuir para uma possivel elevacdo na sensibilidade a leptina, e assim induzir
uma hipofagia mediada pela ativacdo das vias neuronais anorexigenas e inibicao
das vias orexigenas responsivas a leptina. Dados recentes da literatura mostraram
que os efeitos do estradiol diminuindo a ingestao alimentar e o ganho de peso séo
observados também em camundongos ob/ob e db/db, indicando que estes efeitos do
estradiol envolvem outros fatores além da agao da leptina (Gao e cols, 2007). Foi
demonstrado que estes efeitos do estradiol no peso corporal sdo dependentes de
Stat 3 (Signal transducer and activator of transcription-3), pois o tratamento com
estradiol ndo afeta o peso corporal de camundongos com auséncia do gene Stat 3
(Gao e cols, 2007). Desde que a via de sinalizagdo da leptina também envolve a
fosforilacdo de Stat 3 (Sahu, 2003), é possivel que haja uma interacdo da via de
sinalizacao deste horménio com a via de sinalizacao do estradiol, o que facilitaria ou
amplificaria os seus efeitos fisioldgicos.

Observamos que a expressao de MC4-R no PVN esteve aumentada no grupo
OVX+E as 17h, sugerindo que mesmo na presenca de expressao inalterada de
POMC no ARC, a via de sinalizacdo do a-MSH, peptideo derivado da POMC que se
liga ao MC4-R no PVN, poderia estar aumentada. Assim, esta via contribuiria
também para o efeito hipofagico do estradiol.

No PVN, observamos também aumento da expressdao de CART com a
reposicao estrogénica, que poderia estar implicado nos efeitos do estradiol.
Reforgando a participacdo do CART na homeostase energética, foi demonstrado
que a administracdo deste neuropeptideo no PVN diminui a ingestao alimentar
induzida pelo NPY e aumenta a expressdo génica das proteinas desacopladoras
UCP1, UCP2 e UCP3 no tecido adiposo marrom, branco e tecido muscular,
respectivamente (Wang e cols, 2000). Observamos que a expressdao de CART
esteve diminuida no ARC do grupo OVX+E. Neurbnios CART do ARC projetam-se
para neurbnios GnRH, e o neuropeptideo CART aumenta a pulsatilidade da
liberagdo do GnRH (Rondini e cols, 2004). Portanto, o aumento da expressao
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relativa de RNAm de CART no ARC em ratas OVX, verificado em nosso estudo,
poderia contribuir para aumento da sintese de GnRH apds ovariectomia.

Um dado interessante do nosso trabalho foi o aumento acentuado de RNAm
de CRF no PVN, na presenca do estradiol. Dados da literatura tém demonstrado que
a administracao central de CRF promove hipofagia e aumento do gasto energético
(Arase e cols 1988), o qual representa um outro fator determinante no balancgo
energético. O aumento do gasto energético induzido pelo CRF é uma conseqiéncia
do aumento da atividade simpatica no tecido adiposo marrom, o qual esta envolvido
na termogénese (LeFeuvre, Rothwell e Stock, 1987; Arase e cols 1988, Egawa,
Yoshimatsu e Bray, 1990).

A expressao de RNAm de CRF é elevada em resposta a administracao icv de
leptina (Morimoto e cols., 2000). Portanto, no modelo utilizado, o aumento da
concentracdo plasmatica de leptina, observado no grupo OVX+E, poderia contribuir
para a expressdao maior de CRF no PVN. Alguns pesquisadores relataram que o
efeito hipofagico do estradiol foi abolido pela administragao central de antagonista de
CRF (Dagnault, Ouerghi e Richard, 1993). Além disso, Pelletier, Luu-The & Labrie
(2007) encontraram expressdo de RNAm de CRF aumentada no PVN de
camundongos fémeas OVX com reposicao de estradiol. Assim, nossos resultados de
quantificacdo de RNAm de CRF no PVN sao concordantes com a literatura, e
reforcam a participacdo do CRF na regulacdo da homeostase energética com a
reposicao estrogénica.

E importante destacar que a influéncia do estradiol em neurénios CRF pode
ser direta, uma vez que 40% destes neurdnios localizados na por¢éao parvocelular do
PVN de humanos expressam o receptor ERa (Bao e cols, 2005). Além disso, a
presenca de elementos responsivos ao estrégeno na regido promotora do gene do
CRF (Torpy, Papanicolaou e Chrousos, 1997) reforca o conceito de que o estradiol
modula a transcricdo deste gene. A demonstracdo de que lesao bilateral do PVN,
regiao de grande expressao de CRF, ndo impede a capacidade do estradiol induzir
anorexia (Dagnault & Richard, 1994), evidencia que outras areas estdo envolvidas
na modulacdo do apetite pelo estradiol.

Com objetivo de elucidar se as mudangas no consumo alimentar e no peso
corporal, observados com a deficiéncia do estradiol, poderiam ser decorrentes de
alteracdo da resposta ao estimulo com leptina, realizamos um experimento para

avaliar o efeito da ovariectomia e da reposicdo de estradiol na resposta a
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administracéo icv de leptina. Neste experimento verificamos que a injecao de leptina
reduziu, significativamente, a ingestao alimentar semelhantemente nos dois grupos
estudados (OVX e OVX+E). Porém, verificamos que a administracao de leptina
induziu uma perda de peso muito mais acentuada nas ratas OVX+E. Além da sua
acao inibitéria no apetite, a leptina contribui para a regulacao da termogénese por
meio da ativacdo do sistema nervoso simpatico (Gomez-Ambrosi, Fruhbeck &
Martinez e cols, 1999). Assim, diante da maior perda de peso na presenca de
estradiol, pode-se inferir que a reposicao estrogénica induz aumento dos efeitos da
leptina no gasto energético. Foi demonstrado que o efeito da leptina no gasto
energético esta associado ao aumento da atividade simpética (Scarpace & Matheny,
1998). A administracao icv de leptina aumenta a expressao de RNAm de UCP1 no
tecido adiposo marrom, marcador de gasto energético, sendo este efeito bloqueado
pelo uso prévio de antagonista de CRF (Masaki e cols., 2003). Portanto, o aumento
do gasto energético com a reposicao estrogénica poderia ser atribuido a maior
expressdo de CRF no PVN, como observado no grupo OVX+E. Deve ser
considerado também, que o maior gasto energético com a reposicao de estradiol
possa ser decorrente de seus efeitos diretos no tecido adiposo marrom e branco,
aumentando a expressao de UCP1 e UCP2 (Pedersen e cols, 2001), desde que foi
demonstrada a presenca de receptor de estrédgeno alfa e beta neste tecido
(Pedersen e cols, 1991; Crandal e cols, 1998, Pedersen e cols, 2001). Esses dados
sugerem que, ao estimulo com leptina, o estradiol ndo modifica a resposta
anorexigénica, porém aumenta a perda de peso por meio do aumento do gasto
energético.

O conjunto dos dados obtidos indica que a reposicdo de estradiol em ratas
ovariectomizadas induz menor ingestao alimentar, menor ganho de peso corporal e
maior gasto energético, sendo esses efeitos associados a expressao diferenciada de
peptideos envolvidos na homeostase energética.
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6. SUMARIO E CONCLUSOES
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Os dados do presente trabalho demonstram que a reposicao de estradiol em

ratas ovariectomizadas induz:

1-

2-

Diminuicao da ingestao alimentar e do ganho de peso corporal.

Aumento das concentracdes plasmaticas de leptina no estado pré-alimentar,

bem como em resposta a alimentagao.

Reducéao da expressdao de RNAm de NPY, AgRP e CART no ARC; e RNAm

de orexina A na LHA.

Aumento da expressdao de RNAm de ObRb, MC4-R, CART e principalmente
de CRF no PVN; e RNAm de ObRb e CART na LHA.

Manutencgéo da resposta anorexigénica ao estimulo central com leptina.

Aumento da perda de peso corporal ao estimulo central com leptina.

A diminuicdo da ingestao alimentar e do ganho de peso corporal, estaria

associada a reducdo da expressao génica de fatores orexigénicos (NPY, AgRP e

orexina A) e ao aumento da expressao de fatores anorexigénicos (MC4-R, ObRb e

CRF) no hipotalamo. Assim, os efeitos do estradiol na homeostase energética sao

observados tanto na ingestao alimentar como no gasto energético. Esses efeitos sdo

mediados por fatores periféricos, como a liberacao de leptina pelo tecido adiposo; e

por

fatores centrais, como a expressdo diferenciada de neuropeptideos

hipotalamicos.
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8. ANEXOS



81

Anexo A - Figura representativa do corte coronal mostrando, em azul, o nucleo
arqueado (ARC). Coordenada -2,12 mm em relagdo ao bregma. Modificado de
Paxinos e Watson (1997).

Anexo B - Figura representativa do corte coronal mostrando, em azul, o nucleo
paraventricular (PVN). Coordenada -1,80 mm em relacao ao bregma. Modificado de
Paxinos e Watson (1997).

Anexo C - Figura representativa do corte coronal mostrando, em azul, a area
hipotalamica lateral (LHA). Coordenada -2,56 mm em relagdo ao bregma. Modificado
de Paxinos e Watson (1997).
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Anexo D - Valores individuais, média e EPM da ingestao alimentar (g/100 g peso

corporal) ao longo dos 8 dias de tratamento de ratas ovariectomizadas com (OVX+E)

e sem (OVX) reposicao de estradiol na dose de 10 ug/Kg peso corporal.

oo oian0 DiaA oia 1 o2 o2 ol s oins ol 4 oia 4 OIa 5 OIa 5 OIA 6 oiag oia 7 Oia 7
OWX OVX+E | OWX | OVK+E | OVX | OVX+E | OVX | OWX+E | OVX | OVX+E | OVX | OVX+E | OWX | OVX+E | OWX | OVX+E

1 67 5.0 8.6 106 138 137 18 14 12,4 148 12.3 12.0 12,0 nr 12.2 08
2 a5 6.1 8.1 748 132 124 15 104 10,5 139 14 2.0 &0 9.3 0.5 124
3 an 6.4 8.5 18 1.1 15 a4 a7 10,7 24 10,6 10,1 84 a6 108 a7
4 104 6.2 100 73 144 120 124 10,0 12 106 12,0 1.8 14.2 10,0 15 10,1
5 a4 6.2 10,1 62 1"z a7 108 7.0 1.2 9.5 10,6 2.3 12,0 24 9.2 0.8
6 77 7.0 0.8 20 136 108 120 24 12.8 0.8 12.4 a4 12.2 0.4 "z 95

7 a5 7.3 8.4 75 1.4 108 a4 a8 1.3 9.3 17 10.0 9.4 a5 0.4 9.1

8 67 a0 0.2 LR 1.1 1.1 a0 96 a3 24 10,1 a8 7.3 12,6 0.0 93
[} 73 a4 T 78 125 13 a4 a4 10,0 a7 1.2 0.3 a1 a7 8.4 9.1
10 63 3.4 63 6.5 126 1] a4 76 0.8 83 1.3 a3 94 a6 0.4 a4
1 63 74 o 72 12,1 10 12 92 1.4 9.4 13.2 0.2 0.5 7.8 1.1 9.4
12 a5 173 o LE] 15 a5 10 a5 53 10,5 123 10,0 10,1 10,0 13 10,1
13 3] a0 88 6.4 135 136 114 a7 1.8 123 13,4 a7 1.4 1.5 143 0.7
14 5.4 56 15 a3 a0 10,4 10,2 97
15 T 95 102 a1 i 10,0 9.3 15
Médi

3 82 7.5 84 15 125 132 07 93 10.8 102 12.0 10,1 10.3 24 103 10,1
EPM 04 03 0.4 03 03 04 0.4 0.3 0.5 0.4 0.3 0.3 0.6 0.3 0.4 03
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Anexo E - Valores individuais, média e EPM da ingestdo alimentar diaria (g/100 g

peso corporal) de ratas ovariectomizadas com (OVX+E) e sem (OVX) reposicao de

estradiol na dose de 10 pg/Kg peso corporal, por 8 dias consecutivos apos cirurgia.

ovX OVX+E
1 12,1 12,0
2 10,7 10,9
3 10,2 9,8
4 12,6 10,3
5 10,8 8,9
6 12,2 9,8
7 10,4 9,2
8 9,2 9,6
9 9,5 9,8
10 10,0 8,0
11 11,2 9,1
12 10,1 9,4
13 12,1 10,6
14 9,1
15 9,7
Média 10.8 9.7
EPM 0.3 0,2
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Anexo F - Valores individuais, média e EPM do peso corporal (g) ao longo dos 8

dias de tratamento de ratas ovariectomizadas com (OVX+E) e sem (OVX) reposicéao

de estradiol na dose de 10 pug/Kg peso corporal.

oo oo ola DIsA ola Olaz Dla, Dlaz ola Dia ola Ola s Dla Dlne ola o7 Dlag Dlag
1 2 E 4 5 [ 7
Ov¥ OWX+ oV | OWX+ oV | OUX+ oV | OWX+ oV | OWX+ oV | OUX+ oV | OWX+ oV | OWX+ OWX OWX+
E X E X E X E X E X E X E X E E
1 370 0 0. 2360 223, 0 278, 430 42, 530 246, 1.0 251, 264.0 62, 750 263.0 w70
o o o o o o o
2 2350 246.0 30, 2380 243, 0 244, 390 56, 440 260, I56.0 263, 2460 58, 420 264.0 820
o o o o o o o
3 330 330 32 2280 134, 360 234, 370 42, 430 245, a0 246, 500 50, 59.0 2540 2610
o o o o o o o
4 10 206.0 0. 204.0 216, 08.0 7. o0 3. 2170 238, Han 240, 210 52, 2370 2820 270
o o o o o o o
5 2440 2260 26 240 priilil i 266 2380 268 2320 74 370 276 2370 05 2400 10 2430
o o o o o o o
6 234.0 214.0 220, 212.0 236, 223.0 24, 225.0 248, 231.0 258, 42.0 262, 238.0 74, 252.0 2790 2530
o o o o o o o
ra 2220 247.0 226, 240.0 228, 49.0 232, 250.0 39, 255.0 247, 1.0 253, 258.0 60, 265.0 261.0 266.0
o o o o o o o
] 2390 230 7. 2190 235, 360 238, 2280 40, 2350 238, pac i} 243, 390 51, 246.0 2540 470
o o o o o o o
q 2330 350 32 2280 240, 30 243, 430 50, 470 251, 500 258, 670 62, 263.0 264.0 2630
o 1} o o o o o
10 2380 390 i 250 238, 320 243 2230 50, 2380 267, 300 262, 330 68, 2370 269.0 2370
o o o o o o o
11 530 270 B, 2220 266, i} 259, 280 3. 2340 281, 360 294, 390 98, 2340 3030 2390
o o o o o o o
12 236.0 430 32 2450 43, %520 246, 430 57, 256.0 263, 5.0 267. 590 7. 268.0 2810 740
o o o o o o o
13 2380 193.0 38, 0.0 237, 199.0 246, 206.0 53, 210 259, pal Al 264, ) N 2340 2820 2390
o o o o o o o
14 0 2300 340 430 400 i N} 550 268.0 o
15 2330 2300 380 2350 2390 40.0 370 420 470
Midl 2358 2294 i1, 2241 237, 3048 240, 313 4, 383 164, 428 260, 2434 67, LR 705 534
g 4 3 a a 4 3 g
EFI 13 i 13 32 31 36 3 33 32 34 35 36 3.8 3.6 4.2 4.1 43 4
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Anexo G - Valores individuais, média e EPM do ganho total de peso corporal (g) de
ratas ovariectomizadas com (OVX+E) e sem (OVX) reposicao de estradiol na dose

de 10 pg/Kg peso corporal.

oVX OVX+E
1 43,0 51,0
2 34,0 14,0
3 22,0 33,0
4 42,0 23,0
5 45,0 19,0
6 59,0 41,0
7 35,0 26,0
8 37,0 28,0
9 32,0 35,0
10 44,0 22,0
11 59,0 17,0
12 49,0 29,0
13 47,0 28,0
14 41,0
15 17,0
Média 422 283

EPM 2.9 2.7
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Anexo H - Valores individuais, média e EPM da concentracao plasmatica de leptina
(mg/mL), no periodo pré- (17h) e pds-alimentagao (22h), de ratas ovariectomizadas
com (OVX+E) e sem (OVX) reposicdo de estradiol na dose de 10 ug/Kg peso
corporal, por 8 dias consecutivos apds cirurgia.

OVX 17h OVX+E17h  OVX22h  OVX+E 22h
1 1,3 2,1 2,4 3.4
2 1,4 2,8 2,9 2,7
3 1,3 2,6 4,0 4.8
4 1,9 1,8 3,1 3,9
5 2,1 3,1 2,4 4.4
6 1,7 2,3 1,4 5,0
7 1,7 1,9 2,0 3,0
8 2,1 2,6
Média 1.6 2.4 25 3.7

EPM 0.3 0.3 0.3 0.3
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Anexo | - Valores individuais, média e EPM da expressédo relativa de RNAm
(unidades arbitrarias) de ObRb, NPY, AgRP, POMC e CART no ARC no periodo pré-
(17h) e pés-alimentacdo (22h), de ratas ovariectomizadas com (OVX+E) e sem
(OVX) reposicao de estradiol na dose de 10 pg/Kg peso corporal, por 8 dias

consecutivos apds cirurgia.

RNAm ObRb OVX 17h OVX+E17h __ OVX22h _ OVX+E 22h_
1 0.8 1.1 0,7 0.7
2 0,8 0,6 0,7 0,9
3 0,8 0,7 0,9 0,7
4 1,3 0,7 0,8 0,9
5 1,1 1,0 1,1 1,3
6 1,2 1,6
7 1,5
Média 1,0 0.8 1.0 0.9
EPM 0.1 0.1 0.1 0.1
RNAm NPY OVX 17h OVX+E17h __ OVX22h _ OVX+E 22h_
1 0.8 0,5 0.6 1,2
2 1,1 0,6 1,4 0,9
3 1,4 0,7 0,9 0,7
4 0,8 0,8 1,3 1,1
5 0,5 1,0 0,5
6 1,3 0,5
7 0,9
Média 1,0 0.6 1,0 0.8

EPM 0.1 0.1 0.1 0.1
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RNAm AgRP OVX 17h OVX+E17h __ OVX22h _ OVX+E 22h

1 1.8 0,5 0.8 0.9

2 0,8 0,4 1,3 0,5

3 1,4 0,4 0,9 0,4

4 0,9 0,4 1,2 1,4

5 0,5 0,7 0,7 0,9

6 0,9 1,7 0,4

7 0,8 1,2

Média 1,0 0.5 1,0 0.8

EPM 0.1 0.1 0.1 0.1
RNAm POMC ____OVX 17h OVX+E17h __ OVX22h _ OVX+E 22h

1 1,3 0.4 0.6 0.5

2 1,0 0,6 1,4 0,9

3 0,9 0,6 0,6 0,5

4 0,8 0,7 1,2 1,2

5 1,1 0,8 0,3

6 1,5 1,3

7 1,3

Média 1,0 0.7 1.0 0.8

EPM 02 02 0.1 0.1
RNAm CART ____OVX 17h OVX+E17h __ OVX22h _ OVX4+E 22h_

1 0.9 0,5 0,7 0.5

2 0,5 0,4 1,0 0,6

3 1,4 0,5 1,2 0,6

4 1,5 0,7 1,3 1,1

5 1,1 0,7 1,3 0,6

6 0,5 1,0 0,5

7 0,7
Média 1,0 0.5 1,0 0.6

EPM 0.1 0.1 0.1 0.1
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Anexo J - Valores individuais, média e EPM da expressdo relativa de RNAm
(unidades arbitrarias) de ObRb, MC4-R, CRF e CART no PVN no periodo pré- (17h)
e pos-alimentagao (22h), de ratas ovariectomizadas com (OVX+E) e sem (OVX)
reposicao de estradiol na dose de 10 pg/Kg peso corporal, por 8 dias consecutivos
apds cirurgia.

RNAm ObRb OVX 17h OVX+E17h ___ OVX22h _ OVX+E 22h_

1 0.6 1,9 0.8 1,6
2 1,3 2,2 1,0 1,3
3 1,1 2,1 1,3 1,0
4 0,6 1,6 1,0 1,3
5 1,3 15 0,9 1,2
6 1,3 1,5 1,3
7 1,3

Média 1,0 1.8 1.0 1.3

EPM 0.1 0.1 0.1 0.1

RNAm MC4-R____ OVX 17h OVX+E17h __ OVX22h _ OVX+E 22h_

1 1,4 2,5 0,6 1,1
2 0,6 2,2 0,5 0,6
3 1,9 5,4 1,3 1,3
4 1,1 2,8 0,9 2,8
5 1,0 1,3 1,5 2.4
6 0,6 2,2 1,5
7 0,9 1,2
8 1,4

Média 1,0 2.8 1.0 15

EPM 0.3 0.4 0.3 0.3
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RNAm CRF OVX 17h OVX+E17h __ OVX22h _ OVX+E 22h_
1 2,2 12,0 0,4 1,0
2 1,1 17,0 1,2 1,7
3 0,6 5,8 1,2 2,3
4 1,1 7,5 1,0 1,4
5 0,6 1,6 0,9
6 1,8
7 0,8
Média 1.1 10,6 1,0 1.4
EPM 0.9 1.0 0.9 0.8
RNAm CART ____OVX 17h OVX+E17h ___ OVX22h _ OVX+E 22h_
1 1,2 1,2 1.8 1,0
2 0,8 2,6 1,6 1,3
3 1,0 3,5 0,7 1,8
4 1,1 1,2 0,6 1,6
5 0,9 1,1 1,0 0,8
6 0,6 1,1 0,6
7 1,5 0,7 1,8
8 0,9
Média 1,0 1.9 1,0 1.2

EPM 0.2 0.3 0.2 0.2
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Anexo K - Valores individuais, média e EPM da expresséo relativa de RNAm
(unidades arbitrarias) de ObRb, MC4-R, orexina A, Pro-MCH e CART da LHA no
periodo pré- (17h) e pés-alimentacdo (22h), de ratas ovariectomizadas com
(OVX+E) e sem (OVX) reposigao de estradiol na dose de 10 pug/Kg peso corporal,
por 8 dias consecutivos apds cirurgia.

RNAm ObRb OVX 17h OVX+E17h ___ OVX22h _ OVX+E 22h_

1 1,1 1.1 1,0 1,7
2 1,4 0,7 0,7 2,1
3 1,4 0,8 1,3 2,3
4 1,0 1,4 2,0 2,1
5 1,0 1,1 0,6 3,0
6 0,6 0,7 0,9 2,5
7 0,7 0,5 1,7

Média 1,0 0.9 1.0 2.2

EPM 0.1 0.1 0.1 0.1

RNAm MC4-R____ OVX 17h OVX+E17h __ OVX22h _ OVX+E 22h_

1 0.7 0,5 1,0 1,4
2 1,3 0,6 0,6 1,1
3 1,0 0,7 1,4 1.4
4 1,5 0,7 0,8 0,7
5 0,7 0,7 15 0,8
6 1,6 1,4 1,4
7 1,0 1,0
8 0,9

Média 1.0 0.8 1,0 1.1

EPM 0.1 0.1 0.1 0.1
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RNAm Orexina A OVX 17h OVX+E 17h OVX22h  OVX+E 22h

1 1,0 0.8 1,5 0.8
2 0,9 0,6 0,8 1,2
3 0,7 0,4 0,9 1,8
4 1,6 0,6 1,0 0,9
5 0,9 0,7 1,1 0,8
6 1,1 0,6 0,5 1,5
7 1,5
8 1,1
Média 1.0 0.6 1,0 1,2
EPM 0.1 0.1 0.1 0.1

RNAm Pr6-MCH  OVX 17h OVX+E 17h OVX22h  OVX+E 22h

1 0,7 0.8 0.9 1,2

2 1,4 0,6 1,1 1,0
3 0,9 1,3 1,1 1,0
4 1,4 0,8 1,3 1,0
5 0,9 1,0 1,0 0,7

6 0,9 0,9

7 0,8
Média 1.0 0.9 1.0 0.9
EPM 0.1 0.1 0.1 0.1

RNAm CART _____OVX17h OVX+E17h __ OVX22h _ OVX+E 22h_

1 1,3 0.9 1,2 1,3
2 1,1 0,5 0,8 1,6
3 0,9 0,6 1,1 1,5
4 1,1 1,4 1,0 1,8
5 0,9 0,9 1,2 1,5

6 0,7 0,6 0,8

7 1,8

8 0,6
Média 1.0 0.8 1.0 15
EPM 0.1 0.1 0.1 0.1




93

Anexo L - Valores individuais, média e EPM da ingestdo alimentar (g/100 g peso
corporal) de ratas ovariectomizadas com (OVX+E) e sem (OVX) reposicdo de

estradiol, e submetidas a administracao icv de salina ou leptina no oitavo dia pés-

cirurgico.
OVX Salina OVX Leptina OVX+E2 Salina OVX+E2 Leptina
2 horas 2 horas 2 horas 2 horas

1 2,1 0,6 2,5 3.1
2 3,8 2,3 1,9 1,9
3 1,5 2,7 3,0 2,1
4 1,5 3.0 2,6 2,4
5 2,2 3,3 1,1 2,2
6 1,5 1,0 0,0 2,0
7 1,0 2,2 2,3 2,1
8 2,3 1,1 3,0
9 1,7 2,8 2,2
10 3,9 1,4 2,1

Média 2.1 2.0 2.1 2

EPM 0.3 0.3 0.3

OVX Salina OVX Leptina OVX+E2 Salina OVX+E2 Leptina
4 horas 4 horas 4 horas 4 horas

1 3.8 1.9 3.6 3.1
2 59 2,0 3,4 3,2
3 3,7 2,7 3,7 3,4
4 2,6 3,0 3,6 2,4
5 6,2 3,9 2,5 3,0
6 2,8 1,0 1,1 2,4
7 3,4 2,9 2,6 3,5
8 4,0 3,7 4,3
9 1,7 2,8 2,9
10 3,9 1,8 3,6

Média 3.8 2.6 3.1 3.0

EPM 0,3 0,3 0,3 0,4




OVX Salina OVX Leptina OVX+E2 Salina OVX+E2 Leptina
14 horas 14 horas 14 horas 14 horas

1 9.4 7,3 10,4 9.3

2 10,0 5,6 8,6 7,8

3 9,2 6,4 8,2 6,9

4 5,6 7,1 5,2 3,6

5 10,9 7,5 7,5 7,9

6 8,9 4.1 5,8 5,6

7 10,7 8,4 7,2 6,6

8 9,3 8,2 11,4

9 5,5 7,4 4,0

10 7,9 7,4 3,9
Média 8.7 6.9 7.2 6.8
EPM 0.6 0.6 0.6 0.7

OVX Salina OVX Leptina OVX+E2 Salina OVX+E2 Leptina
24 horas 24 horas 24 horas 24 horas

1 9,4 10,2 14,0 10,9

2 14,5 8.9 12,4 9,7

3 12,2 9,1 12,6 8,6

4 7,1 9,5 8,5 5,6

5 14,9 9,8 10,0 7.9

6 11,7 7,6 10,1 7,9

7 14,1 11,4 11,4 9,1

8 14,7 9,7 14,4

9 8,7 10,6 8,7

10 11,8 10,5 8,5
Média 11,9 9.7 11.0 8.5
EPM 0.6 0.6 0.6 0.7

94
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Anexo M - Valores individuais, média e EPM da variagcdo do peso corporal (g) de

ratas ovariectomizadas com (OVX+E) e sem (OVX) reposicdo de estradiol, e

submetidas a administragao icv de salina ou leptina no oitavo dia pds-cirurgico.

OVX Salina OVX Leptina OVX+E2 Salina OVX+E2 Leptina
14 horas 14 horas 14 horas 14 horas
1 7,0 3.0 2,0 -1,0
2 8,0 -3,0 5,0 -1,0
3 1,0 -2,0 0,0 -6,0
4 2,0 -7,0 0,0 -15,0
5 6,0 8,0 1,0 0,0
6 5,0 -10,0 0,0 -5,0
7 14,0 1,0 0,0 -10,0
8 13,0 5,0 10,0
9 0,0 -1,0 0,0
10 2,0 3,0 3,0
Média 5.8 -0,3 2.1 -54
EPM 1.5 1.5 1.5 1.8
OVX Salina OVX Leptina OVX+E2 Salina OVX+E2 Leptina
24 horas 24 horas 24 horas 24 horas
1 8.0 -6,0 -1,0 -12,0
2 8,0 2,0 6,0 -13,0
3 2,0 -4,0 2,0 -13,0
4 2,0 -5,0 -1,0 -5,0
5 8,0 -3,0 1,0 -1,0
6 7,0 -5,0 2,0 -2,0
7 13,0 6,0 -1,0 -9,0
8 11,0 -8,0 11,0
9 1,0 -3,0 1,0
10 0,0 -7,0 3,0
Média 6.0 -3.3 2.3 -7.8
EPM 1.4 1.4 1.4 1.6
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