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RESUMO 



 

MARANGON, P.B. PARTICIPAÇÃO DO FATOR LIBERADOR DE 

CORTICOTROFINA NOS EFEITOS DO ESTRADIOL NO CONTROLE DA 

HOMEOSTASE ENERGÉTICA. Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2011. 

 

 

A homeostase energética é controlada por fatores neurais, endócrinos, 

adipocitários e intestinais. O sistema nervoso central (SNC) recebe sinalização de 

fatores periféricos e exerce uma função fundamental no controle da homeostase 

energética, estando bem estabelecido que existem populações neuronais que 

expressam neuropeptídeos que medeiam efeitos específicos na ingestão e/ou gasto 

energético. O fator liberador de corticotrofina (CRF), além de seus efeitos no controle 

da atividade do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, tem sido descrito como potente 

neuropeptídeo anorexígeno, modulando a ingestão alimentar e o gasto energético. 

Foi observado que a síntese de CRF é influenciada pela leptina, que atuaria 

aumentando a ativação de neurônios produtores de CRF no núcleo paraventricular 

(PVN).  

Os hormônios gonadais também participam na regulação da ingestão 

alimentar, do peso e da composição corporal. O efeito anorexígeno do estradiol é 

mediado pela ativação de receptores presentes nas áreas envolvidas no controle da 

homeostase energética. Em trabalho prévio de nosso laboratório foi observado que o 

menor ganho de peso e ingestão alimentar com o tratamento com estradiol em ratas 

ovariectomizadas está associado à maior expressão de RNAm de CRF no PVN. 

Dessa forma, este trabalho visa esclarecer a participação do CRF nos efeitos do 

estradiol no controle da homeostase energética. Para tanto, foram utilizadas ratas 

Wistar adultas, pesando entre 200-230g, provenientes do Biotério Central do 

Campus de Ribeirão Preto – USP. Todos os animais foram submetidos à cirurgia de 



 

ovariectomia bilateral. Em todos os experimentos, houve três grupos de animais: 

ratas ovariectomizadas (OVX), ratas ovariectomizadas com reposição de estradiol 

(OVX+E) e ratas ovariectomizadas com dieta pareada ao grupo OVX+E (OVX+DP). 

Durante os oitos dias de cada experimento, estes animais receberam injeção 

subcutânea de cipionato de estradiol (10 µg/Kg peso corporal, Grupo OVX+E) ou 

veículo (óleo de milho: 0,2 mL/rata, Grupos OVX e OVX+DP) entre 8h e 10h. Para 

avaliarmos a participação do CRF nos efeitos da leptina nos animais castrados com 

e sem reposição de estradiol, foi realizado o tratamento com injeção central de 

leptina (10µg/5µL) com e sem injeção central prévia de antagonista de CRF 

(antisauvagina-30).  Observamos que o tratamento com cipionato de estradiol causa 

a redução na ingestão alimentar e no ganho de peso corporal. Ainda, quando 

realizamos a administração central de leptina há anorexia, perda de peso corporal, 

aumento na expressão de UCP-1 no BAT e na ativação neuronal no ARQ. Esses 

efeitos são revertidos quando realizamos administração central prévia do 

antagonista de CRF-R2. Os dados obtidos sugerem que o estradiol aumenta a 

sensibilidade à leptina, sendo este efeito mediado, pelo menos em parte, pelo 

receptor tipo 2 do CRF. 

 

Palavras-chaves: estradiol, fator liberador de corticotrofina, leptina, homeostase 

energética, tecido adiposo marrom. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 



 

MARANGON, P.B. THE ROLE OF CORTICOTROPIN-RELEASING FACTOR ON 

ESTRADIOL EFFECTS ON REGULATION OF ENERGY HOMEOSTASIS. School of 

Medicine of Ribeirao Preto, University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2011. 

 

Energy homeostasis is controlled by neural, endocrine, adipocyte and 

gut factors. Central nervous system plays a key role in the control of energy 

homeostasis; it receives signals from peripheral factors and it is well established that 

the hypothalamus contains neuronal populations that express important 

neuropeptides to the control of food intake and energy expenditure. Besides its 

action in the control of hypothalamus-pituitary-adrenal axis, corticotropin releasing 

factor (CRF), has been described as an anorexigenic neuropeptide, modulating food 

intake and energy expenditure. It was shown that CRF synthesis is influenced by 

leptin, which would act increasing CRF neuron activation in the paraventricular 

nucleus (PVN). Gonadal hormones also participate in the regulation of food intake, 

body weight and body composition. Estradiol anorexigenic effect is mediated by 

specific receptors located in areas involved in the control of energy homeostasis. 

It was previously demonstrated that the reduction of food intake and 

body weight gain in ovariectomized treated rats is associated with an increase in 

CRF mRNA expression in the PVN. The present study aimed to investigate the role 

of CRF on estradiol regulation of energy homeostasis. Wistar female rats, weighing 

200 – 230g, were bilaterally ovariectomized and divided into three groups: 

ovariectomized rats (OVX), ovariectomized rats treated with estradiol (OVX+E) and 

ovariectomized rats pair-fed with OVX+E rats (OVX+PF). The animals received daily 

subcutaneous injections of either estradiol cypionate (10 µg/Kg bw, OVX+E) or 

vehicle (corn oil, OVX, OVX+PF) between 8 – 10 am, during 8 days. To evaluate the 

role of CRF on leptin’s effects we performed intracerebroventricular (icv) injection of 



 

recombinant leptin (10µg/5µL) with or without previous icv treatment with CRF-R2 

antagonist (ansauvagin-30).    We observed that estradiol replacement in OVX rats 

induced lower food intake and body weight gain. Leptin icv treatment reduced food 

intake, body weight gain and increased UCP-1 expression in brown adipose tissue 

and neuronal activation in the arcuate nucleus. These effects were abolished with 

previous icv administration of CRF-R2 antagonist.  In conclusion, our data suggest 

that estradiol increases central sensitivity to leptin and this effect is mediated, at least 

in part, by CRF type 2 receptor. 

 

Key words: estradiol, corticotropin releasing-factor, leptin, energy homeostasis, 

brown adipose tissue. 

 



 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1. Efeito do tratamento com cipionato de estradiol sobre a ingestão alimentar 

diária (A) e acumulada (B).     N = 15 – 20. Valores expressos como média + EPM. 

*p<0,05 comparado ao grupo OVX ...........................................................................46 

 

Figura 2. Efeito do tratamento com cipionato de estradiol sobre o ganho de peso 

corporal diário (A) e total (B).       N = 20. Valores expressos como média + EPM. 

*p<0,05 e ***p<0,001 comparado ao grupo OVX ......................................................47 

 

Figura 3. Efeito do tratamento com cipionato de estradiol sobre a ingestão alimentar 

diurna (A) e noturna (B).         N = 6 – 7. Valores expressos como média + EPM. 

***p<0,001 comparado ao grupo OVX ......................................................................48 

 

Figura 4. Efeito do tratamento com cipionato de estradiol sobre a ingestão de água 

acumulada.         N = 6 – 7. Valores expressos como média + EPM. Não foi 

observada diferença estatística significativa entre os grupos ...................................48 

 

Figura 5. Efeito do tratamento com cipionato de estradiol sobre o peso relativo do 

tecido adiposo marrom (n = 20). Valores expressos como média + EPM. Não foi 

observada diferença estatística significativa entre os grupos ...................................49 

 

Figura 6. Efeito do tratamento com cipionato de estradiol sobre as concentrações 

plasmáticas de corticosterona e leptina (n = 6-11). Valores expressos como média   

+ EPM. *p<0,05  ........................................................................................................50 



 

Figura 7. Efeito do pré-tratamento com antagonista de CRF-R2 (ASG) no ganho de 

peso corporal (A) e na ingestão alimentar (B) após estímulo com leptina em ratas 

tratadas com estradiol (n = 6-7). Valores expressos como média + EPM. *: p<0,001 

vs respectivo controle, #: p<0,05 vs salina/leptina ....................................................52 

 

Figura 8. Efeito do tratamento com cipionato de estradiol sobre a expressão protéica 

de UCP-1 (n= 5). Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 comparado ao 

grupo OVX .................................................................................................................53 

 

Figura 9. Efeito do pré-tratamento com antagonista de CRF-R2 (ASG) no ganho de 

peso corporal e na ingestão alimentar após estímulo com leptina em ratas castradas 

com (OVX+E) e sem reposição com cipionato de estradiol (OVX; OVX+DP) (n=5). 

Valores expressos como média + EPM. * : p<0,05 vs salina/salina, # : p<0,05 vs 

salina/Leptina ............................................................................................................54 

 

Figura 10. Efeito do pré-tratamento com antagonista de CRF-R2 (ASG) na 

imunorreatividade para Fos (A) e na imunolocalização de Fos e CART (B) após 

estímulo com leptina em neurônios do núcleo arqueado de ratas castradas com 

(OVX+E) e sem reposição com cipionato de estradiol (OVX; OVX+DP) (n=3-5). 

Valores expressos como média + EPM. * : p<0,05 vs salina/salina, # : p<0,05 vs 

salina/Leptina; § : p<0,05 vs OVX salina/Leptina ......................................................56 

 

Figura 11. Fotomicrografias representativas do efeito do pré-tratamento com 

antagonista de CRF-R2 na imunolocalização de Fos e CART no ARQ após 



 

estímulo com leptina em ratas castradas com e sem reposição hormonal. 

Aumento de 40X e 100X .....................................................................................57 



 

LISTA DE SIGLAS 

 

α-CRF: α-helical CRH 8–41 

α-MSH: Hormônio estimulador do alfa-melanócito 

ACTH: Hormônio adrenocorticotrófico 

AgRP: Proteína relacionada ao agouti 

ARQ: Núcleo arqueado 

ASG: Antisauvagina 

AVP: Vasopressina 

BAT: Tecido adiposo marrom 

CART: Transcrito regulado por cocaína e anfetamina 

CCK: Colecistocinina 

CRF: Fator liberador de corticotrofina 

CRF-R2: Receptor de CRF tipo 2 

DMH: Núcleo hipotalâmico dorsomedial 

DMV: Núcleo dorsal motor do vago 

ERα: Receptor de estrógeno do tipo alfa 

ERβ: Receptor de estrógeno do tipo beta 

IBAT: Tecido adiposo marrom interescapular 

icv: Intracerebroventricular 

LHA: Área hipotalâmica lateral 

MC4R: Receptor 4 da melanocortina 

MCH: Hormônio concentrador de melanina 

MPOA: Área pré-óptica medial 

NPY: Neuropeptídeo Y 



 

NTS: Núcleo do trato solitário 

ObRb: Receptor de forma longa da leptina 

OT: Ocitocina 

OVX: Ovariectomia 

OVX+DP: Ovariectomia com dieta pareada ao grupo OVX+E  

OVX+E: Ovariectomia com reposição de estradiol 

POMC: Pró-opiomelanocortina 

PRL: Prolactina 

PVN: Núcleo paraventricular 

RCA: Área retroquiasmática 

sc: Subcutâneo 

SCN: Núcleo supraquiasmático 

SNA: Sistema nervoso autônomo 

SNC: Sistema nervoso central 

SNS: Sistema nervoso simpático 

SON: Núcleo supraóptico 

TRH: Hormônio liberador de tireotrofina 

UCP-1: Proteína desacopladora do tipo 1 

VMH: Núcleo hipotalâmico ventromedial 



 

ÍNDICE 

 

1. INTRODUÇÃO ......................................................................................................16 

 

2. OBJETIVOS ..........................................................................................................28 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS ....................................................................................30 

3.1. Animais ...............................................................................................................31 

3.2. Protocolos Experimentais ...................................................................................31 

3.3. Procedimentos Cirúrgicos ..................................................................................37 

3.4. Coleta de Sangue ...............................................................................................39 

3.5. Perfusão cerebral................................................................................................39 

3.6. Métodos Laboratoriais ........................................................................................40 

3.7. Análise Estatística...............................................................................................44 

 

4. RESULTADOS ......................................................................................................45 

4.1. Avaliação da ingestão alimentar e do peso corporal em ratas ovariectomizadas 

com e sem reposição de estradiol .............................................................................46 

4.2. Avaliação das concentrações plasmáticas de corticosterona e leptina em ratas 

ovariectomizadas com e sem reposição de estradiol ................................................50 

4.3. Avaliação dos efeitos do antagonista de CRF sobre a ingestão alimentar e o 

peso corporal após administração central de leptina em ratas ovariectomizadas com 

e sem reposição de estradiol .....................................................................................51 



 

4.4. Avaliação dos efeitos do antagonista de CRF sobre a expressão protéica de 

UCP1 no tecido adiposo marrom após administração central de leptina em ratas 

ovariectomizadas com e sem reposição de estradiol ................................................53 

4.5. Avaliação dos efeitos do antagonista de CRF sobre a expressão de proteína Fos 

e CART no núcleo arqueado após administração central de leptina em ratas 

ovariectomizadas com e sem reposição de estradiol ................................................55 

 

5. DISCUSSÃO .........................................................................................................58 

 

6. SUMÁRIO E CONCLUSÕES.................................................................................71 

 

7. REFERÊNCIAS .....................................................................................................73 

 

 



 16

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 



 17

Nos últimos anos vários estudos têm sido realizados com o intuito de 

investigar os mecanismos de regulação e as vias neuroendócrinas envolvidas no 

controle do balanço energético. A compreensão dos processos que regulam a 

ingestão alimentar e o peso corporal tem contribuído não somente para o melhor 

conhecimento dos mecanismos fisiológicos envolvidos nestes processos, mas 

também na elucidação de fatores envolvidos em algumas condições fisiopatológicas 

como a obesidade e a caquexia. 

A obesidade é caracterizada pelo acúmulo excessivo de gordura 

corporal e representa fator de risco para o desenvolvimento de outras patologias 

como diabetes mellitus tipo 2, hipercolesterolemia, hipertensão arterial, doenças 

cardiovasculares, apnéia do sono, doenças ortopédicas e diversos tipos de cânceres 

(Abrantes e cols, 2002; WHO, 2004). A incidência da obesidade vem aumentando 

em proporções epidêmicas tanto em países desenvolvidos como em países em 

desenvolvimento (WHO, 2004). No Brasil, 40% das pessoas estão com excesso de 

peso e, estima-se que nos próximos vinte anos, esse número alcançará 

aproximadamente 60% (Mancini & Halpern, 2002; Peixoto et al., 2007). 

A causa mais comum de obesidade humana decorre de hábitos 

alimentares pouco equilibrados, com o consumo elevado de gorduras e açúcares, e 

hábitos de vida sedentários (Hermanussen et al., 2006), porém causas monogênicas 

podem também estar associadas ao desenvolvimento da obesidade, como mutações 

nos genes da leptina, do receptor da leptina, da pró-opiomelanocortina (POMC) ou 

do receptor da melanocortina-4 (Levin, 2010). 

Atualmente, sabe-se que a ingestão e o peso corporal são controlados 

por importantes fatores neurais, endócrinos, adipocitários e intestinais, cuja 

integração contribui para a homeostase energética (Schwartz e cols, 2000). Para a 
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manutenção do balanço energético e do peso corporal é necessário um equilíbrio 

entre a ingestão de macronutrientes e o gasto energético. Assim, um balanço 

energético positivo resulta em ganho de peso, ao passo que um balanço 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 

função fundamental na manutenção da homeostase energética. O hipotálamo foi a 

primeira região descrita neste processo homeostático há mais de cinqüenta anos 

(Stellar, 1954). Na década de quarenta, lesões e estímulos elétricos de núcleos 

hipotalâmicos, inicialmente, sugeriram que o núcleo hipotalâmico ventromedial 

(VMH) representava o “centro da saciedade” e a área hipotalâmica lateral (LHA) o 

“centro da fome” (Hetherington & Ranson, 1940; Anand & Brobeck, 1951; Stellar, 

1954). Lesões bilaterais no VMH resultavam em hiperfagia e obesidade, por outro 

lado, lesões na LHA induziam anorexia e acentuada perda de peso (Hetherington & 

Ranson, 1940; Anand & Brobeck, 1951; Stellar, 1954). Entretanto, com o avanço dos 

estudos relacionados ao comportamento alimentar, a visão de “centros” funcionais 

tem sido substituída por populações neuronais, as quais expressam neuropeptídeos 

que medeiam efeitos específicos na ingestão e/ou gasto energético (Schwartz e cols, 

2000). 

Atualmente sabe-se que o hipotálamo contém vários núcleos, além da 

LHA e do VMH, envolvidos no controle da ingestão alimentar. Dentre eles incluem-se 

o núcleo arqueado (ARQ), o núcleo paraventricular (PVN) e o núcleo hipotalâmico 

dorsomedial (DMH) (Stellar, 1954; Bray et al., 1990; Elmquist e cols, 1999). O ARC 

se situa na base do terceiro ventrículo, acima da eminência mediana, e contém 

grande número de corpos neuronais, sendo dividido em domínios funcionais. A 

barreira hematoencefálica nessa região se encontra modificada, permitindo a 
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passagem de peptídeos e proteínas, como a insulina e a leptina (Berthoud & 

Morrison, 2008; Williams et al., 2000). Alguns hormônios possuem receptores 

específicos expressos em grupamentos neuronais do ARQ e atuam regulando a 

ingestão alimentar, como leptina, ghrelina, hormônio do crescimento, 

glicocorticóides, esteróides sexuais, insulina e metabólitos como a glicose (Berthoud, 

2002). O ARC está envolvido nos processos controladores da ingestão alimentar e 

gasto energético por meio da produção, armazenamento e liberação de peptídeos 

anorexígenos, biomoléculas inibidoras do apetite, como a proopiomelanocortina 

(POMC) e o transcrito regulado por cocaína e anfetamina (CART), e orexígenos, 

biomoléculas estimulantes do apetite, como o neuropeptídeo Y (NPY) e a proteína 

relacionada ao agouti (AgRP). Sinais periféricos, como a leptina e insulina, modulam 

a atividade dos neurônios do ARQ, que, por sua vez, desencadeiam a ativação de 

vias neurais hipotalâmicas que coordenam o metabolismo periférico, principalmente 

por acionar o sistema nervoso autônomo (SNA) e o sistema endócrino (Williams e 

cols, 2000). 

No ARC, existem duas populações neuronais, uma que co-expressa 

POMC e CART e outra que co-expressa NPY e AgRP. Essas duas populações 

neuronais mantêm projeções recíprocas e enviam projeções para neurônios de 

segunda ordem em outras áreas do hipotálamo, relacionadas à ingestão alimentar, 

como o PVN, a LHA, o DMH e o VMH (Sawchenko, 1998; Schwartz e cols, 2000). O 

PVN envia projeções descendentes para estruturas autonômicas no tronco 

encefálico, como o núcleo do trato solitário (NTS) e o núcleo dorsal motor do vago 

(DMV) (Swanson and Sawchenko, 1983). 

Um dos neuropeptídeos que inibe a ingestão alimentar é o CART. Este 

peptídeo é encontrado em vários núcleos hipotalâmicos como ARC, PVN, DMH, 
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LHA; e em outras áreas entre as quais eminência mediana, hipófise anterior, 

pâncreas e medula adrenal (Gautvik e cols, 1996; Couceyro e cols, 1997; Kuhar & 

Dall Vechia, 1999, Wierup & Sundler, 2006). Este neuropeptídeo está co-localizado 

com a POMC no ARC, como apontado acima, mas também com o hormônio 

concentrador de melanina (MCH) na LHA e com o hormônio liberador de tireotrofina 

(TRH), galanina, vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) no PVN (Kristensen e cols, 

1998; Kuhar & Dall Vechia, 1999). A administração intracerebroventricular (icv) 

crônica de CART diminui a ingestão alimentar e o peso corporal tanto em ratos 

obesos fa/fa como em ratos controles (Larsen et al., 2000). Adicionalmente, ratos 

Wistar com privação alimentar por 24 ou 48 horas bem como camundongos ob/ob 

(deficientes em leptina) apresentam redução de RNAm de CART no ARQ 

(Kristensen e cols, 1998). Ambati e cols., 2007, utilizando ratos Sprague-Dawley 

demonstraram que a administração icv de leptina é capaz de aumentar a expressão 

do RNAm para CART no ARQ. 

As melanocortinas são peptídeos bioativos derivados da molécula 

precursora pró-opiomelatocortina produzidos no ARQ, NTS, hipófise, pele e em 

tecidos periféricos, como os órgãos reprodutores (Mountjoy, 2010). Os produtos 

derivados da POMC presentes em cada tecido variam de acordo com as 

endoproteases presentes (Arora, 2006). Na hipófise anterior, a transcrição do gene 

da POMC é estimulada pelo CRF, resultando na síntese e secreção do hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH). No hipotálamo, a clivagem da POMC no ARQ resulta 

na síntese de α−MSH, sendo este neuropeptídeo importante na integração de 

informações do status energético, a partir de fatores periféricos como insulina e 

leptina  (Cowley et al., 2001). O α−MSH atua como ligante endógeno do receptor 4 

da melanocotina (MC4R), molécula chave na regulação do controle do apetite e da 
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homeostase energética. Além disso, o AgRP foi descrito como antagonista 

endógeno desse receptor, havendo uma regulação dinâmica desse sistema in vivo 

(Arora, 2006).  

O fator liberador de corticotrofina (CRF), além de sua função clássica 

na regulação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, tem sido descrito como potente 

anorexígeno (Rohner Jeanrenaud et al., 1989; Heinrichs et al., 1996). A 

administração icv de CRF está associada com a redução da ingestão alimentar e do 

peso corporal (Morley & Levine, 1982; Arase et al., 1988). Além de alterar o balanço 

energético por meio de seus efeitos na ingestão alimentar, o CRF também interfere 

no gasto energético, uma vez que é capaz de agir no SNC e regular a atividade do 

SNA, aumentando a atividade simpática e diminuindo a atividade parassimpática 

(Brown & Fisher, 1985).  O CRF atua por meio de sua ligação a dois receptores 

distintos, tipos 1 e 2, sendo o último o principal envolvido na supressão da ingestão 

e na resposta termogênica do CRF (Martinez et al., 1998). Por meio da técnica de 

hibridização in situ, demonstrou-se que esse receptor se encontra abundantemente 

expresso no PVN e no VMH (Chalmers et al., 1995). O CRF também é sensível à 

ação de peptídeos periféricos que sinalizam ao cérebro sobre as flutuações das 

reservas energéticas do organismo, como a leptina. Foi descrito que a leptina 

aumenta a expressão de CRF-R2 no VMH (Arora, 2006; Huang et al., 1998).  

Os hormônios gonadais também participam na regulação da ingestão 

alimentar, do peso e da composição corporal de várias espécies de mamíferos. Os 

estrógenos regulam diversas funções fisiológicas e comportamentais em fêmeas 

adultas, resultando no aumento do sucesso reprodutivo, sendo uma dessas funções 

a inibição do apetite (Geary et al., 2001).  A deficiência dos hormônios ovarianos 

pela ovariectomia, por exemplo, leva ao ganho de peso (Wade & Zucker, 1970; 
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Mook et al., 1972; Landau & Zucker, 1976) e ao aumento do conteúdo de lipídios da 

carcaça de ratas (Leshner et al., 1973; Gray et al., 1981). Este ganho de peso é 

acompanhado por uma elevação na ingestão alimentar (Wade, 1970; Mook et al., 

1972; Tarttelin, 1973; Landau et al., 1976) e diminuição na atividade locomotora 

(Mook et al., 1972; Wade, 1975). 

Observa-se na maioria das fêmeas de mamíferos como ratas, 

camundongas, porcas, primatas não–humanos e mulheres, que a ingestão alimentar 

diminui durante a fase peri-ovulatória e aumenta na fase pós-ovulatória (Wade, 

1972; Blaustein & Wade, 1976; Kemmitz et al., 1989; Dye & Blundell, 1997; Eckel et 

al., 2000). Alguns estudos sugerem que esta diminuição no consumo alimentar está 

relacionada à ação anorexígena do estradiol. Desde a década de 70, Wade e Zucker 

já relatavam que a administração de benzoato de estradiol em ratas 

ovariectomizadas promovia redução na ingestão alimentar. Posteriormente, com a 

descoberta dos receptores de estrógeno ERα e ERβ (Green et al., 1985; Kuiper et 

al., 1996), vários pesquisadores concluíram que o efeito anorexígeno do estradiol é 

mediado pela ativação destes receptores presentes nas áreas envolvidas no 

controle da homeostase energética, como PVN, VMH e NTS (Butera et al., 1996; 

Diano et al., 1998; Eckel & Geary, 2001; Eckel et al., 2002). Shughrue e cols, 1997, 

utilizando a técnica de hibridização in situ mapearam a distribuição dos dois subtipos 

de receptores estrogênicos e verificaram maior expressão de ERα no ARQ. Também 

foi demonstrado que camundongos knockout para o subtipo α do receptor de 

estrógenos apresentam aumento na ingestão alimentar (Geary et al., 2001). O efeito 

anorexígeno dos estrógenos aparentemente ocorre através da modulação da 

expressão do RNAm para POMC, NPY e CRF. Aproximadamente 40% dos 

neurônios CRF no PVN expressam ERα, dessa forma, acredita-se que os efeitos 



 23

estrogênicos sobre neurônios CRF sejam diretos (Pelletier et al., 2007). Além disso, 

observou-se que há co-localização de ERα e leptina no DMH e MPOA e de ERβ e 

leptina no ARQ, MPOA e DMH (Del Bianco-Borges et al., 2010). 

A leptina é um hormônio protéico, codificado pelo gene ob em 

camundongos, e produzida, predominantemente, pelos adipócitos (Zhang et al., 

1994), mas pode ser produzida por outros tipos celulares localizados em outros 

tecidos como placenta (Masuzaki et al., 1997), epitélio gástrico (Bado et al., 1998), 

músculo esquelético (Wang et al., 1998), células do folículo capilar (Iguchi et al., 

2001) e osteoblastos (Reseland et al., 2001). Sua liberação na circulação sangüínea 

ocorre em proporção à quantidade de tecido adiposo branco. Indivíduos obesos, por 

exemplo, possuem maior concentração plasmática de leptina quando comparados a 

indivíduos eutróficos (Maffei et al., 1995; Frederich et al., 1995; Considine et al., 

1996). 

A síntese e a liberação da leptina pelo tecido adiposo são influenciadas 

pelo estado alimentar, ou seja, em condições de jejum há uma redução acentuada 

na expressão de RNAm de leptina no tecido adiposo branco e na sua concentração 

plasmática (Becker et al., 1995; Trayhurn et al., 1995; Hardie et al., 1996). Contudo, 

essas mudanças são revertidas com a realimentação (Becker et al., 1995; Trayhurn 

et al., 1995; Hardie et al., 1996). A administração exógena de leptina resulta em 

redução do consumo alimentar e da adiposidade, perda de peso e aumento do gasto 

energético em camundongos ob/ob (Campfield et al., 1995; Pelleymounter et al., 

1995; Haynes et al., 1997). Portanto, a concentração plasmática de leptina 

representa um sinal de retroalimentação na regulação do peso corporal e do balanço 

energético.  
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A ação da leptina ocorre por meio de sua ligação ao seu receptor 

específico, o qual é membro da família dos receptores de citocina (White & Tartaglia, 

1996). Existem seis formas variantes do receptor de leptina (ObRa, ObRb, ObRc, 

ObRd, ObRe, ObRf) (Lee et al., 1996; Chua et al., 1997; Tartaglia et al., 1997). O 

receptor de forma longa (ObRb) é expresso, abundantemente, no hipotálamo; 

particularmente nas regiões envolvidas na regulação da homeostase energética, 

como ARC, DMH e LHA (Elmquist et al., 1998). Mutação no gene codificador do 

receptor de leptina (db para camundongos e fa para ratos) induz hiperfagia, 

obesidade, hiperlipidemia e resistência ao tratamento com leptina exógena (Lee et 

al., 1996), confirmando a participação essencial da leptina no controle da ingestão 

alimentar.  

Os neurônios NPY/AgRP são inibidos pela leptina, e ativados em 

condições de concentrações plasmáticas baixas deste hormônio (Stephens et al., 

1995; Schwartz et al., 1996; Hahn et al., 1998; Elias et al., 1999). Contrariamente, a 

leptina ativa os neurônios POMC/CART (Schwartz et al., 1997; Thornton et al., 1997; 

Kristensen et al., 1998; Cowley et al., 2001). Os axônios destas populações 

neuronais, por sua vez, projetam-se para neurônios de segunda ordem localizados 

no PVN, VMH, DMH e LHA (Sawchenko, 1998; Schwartz et al., 2000). Estes 

neurônios de segunda ordem, que também expressam receptor de leptina 

(Hakanson et al., 1998; Fei et al., 1997; Elmquist et al., 1998), por sua vez, projetam-

se para o NTS e para o DMV, no tronco encefálico; integrando assim um circuito 

neuronal responsável pela regulação do apetite. 

Foi demonstrado que o CRF é capaz de mediar os efeitos da leptina na 

ingestão alimentar em ratos Sprague-Dawley pré-tratados com D-Phe CRF, 

antagonista dos receptores tipo 1 e 2 do CRF, seguido do tratamento central com 
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leptina. Nesses animais, os efeitos da leptina tanto na ingestão alimentar como no 

ganho de peso corporal foram atenuados pelo antagonista de CRF (Gardner et al., 

1998). Uehara e cols, 1998, também evidenciaram a participação do CRF nos efeitos 

anorexígenos da leptina. Dados recentes de nosso laboratório (Uchoa et al., 2009; 

Uchoa et al., 2010), demonstraram que no modelo de adrenalectomia bilateral, a 

hipofagia está associada a um aumento da expressão de RNAm de CRF no PVN e 

aumento na ativação de neurônios produtores de CRF neste núcleo.  Ainda, 

demonstrou-se que a administração de antagonista de CRF-R2 reverte a hipofagia 

em animais adrenalectomizados, confirmando a participação importante do CRF na 

hipofagia neste modelo experimental. 

A leptina aumenta o gasto energético por meio de ativação do sistema 

nervoso autônomo simpático (SNS) que inerva o tecido adiposo marrom (Gómez-

Ambrosi et al., 1999).  Até os últimos anos, acreditava-se que este tecido 

termogênico (Smith, 1961) encontrava-se presente apenas em pequenos mamíferos 

e em recém-nascidos de grandes mamíferos (Lean, 1989; Sell et al., 2004), porém 

pesquisas recentes identificaram a presença de tecido adiposo marrom funcional em 

adultos, mais frequentemente nas mulheres do que nos homens (Cypess et al., 

2009). Além disso, estudos demonstram haver uma relação indireta entre a 

quantidade de tecido adiposo marrom funcionalmente ativa e a presença de 

sobrepeso ou obesidade (van Marken et al., 2009; Lee et al., 2010; Nedergaard & 

Cannon, 2010; Tan et al., 2010).  

O tecido adiposo marrom é rico em mitocôndrias caracterizadas por 

membranas internas bem desenvolvidas (Ricquier & Bouillaud, 2000), onde está 

presente a proteína UCP-1 (uncoupling protein 1), específica desse tecido. A 

expressão da UCP-1 é uma importante indicadora de termogênese nesse tecido, 
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pois esta proteína é responsável pela geração de calor através do desacoplamento 

da entrada de prótons na síntese de ATP (Nicholls et al., 1984). A deficiência de 

UCP-1, em camundongos, gera uma perda da habilidade de produzir calor e uma 

intolerância grave ao frio (Enerback et al., 1997). O SNS inerva o tecido adiposo 

marrom e, por meio da liberação de noradrenalina, ativa receptores β-adrenérgicos 

presentes nos adipócitos, estimulando a termogênese, aumentando a expressão da 

proteína UCP-1, ativação da mitocondriogênese e proliferação de adipócitos 

(Henrike, 2004). 

Os estrógenos exercem seus efeitos catabólicos por meio da 

modulação da sensibilidade central à leptina. Assim, fêmeas possuem maior 

sensibilidade central à leptina e maior acúmulo de tecido adiposo subcutâneo (Clegg 

et al., 2006). Ainda, o 17β-estradiol é capaz de regular as concentrações  

plasmáticas de leptina, além de regular a expressão de ObRb no músculo 

esquelético e tecido adiposo (Alonso et al., 2007). Além disso, foi demonstrado que 

a inibição da atividade estrogênica, através da conjugação a grupos sulfonados, 

resulta na redução da síntese de leptina pelos adipócitos em camundongas (Khor et 

al., 2010). Também, verificou-se que existe co-localização de ObRb e ERα no ARQ 

e que a expressão do RNAm para ObRb no ARQ é modulada por estrógenos, 

possivelmente via elementos responsivos aos estrógenos no gene para o receptor 

da leptina, mecanismo através do qual os estrógenos podem aumentar a 

sensibilidade à leptina (Diano et al., 1998). Assim, quando os níveis de estrógenos 

se encontram baixos, isto é, em fêmeas ovariectomizadas e machos intactos, a 

sensibilidade central à leptina encontra-se reduzida. Ao contrário, quando os níveis 

de estrógenos são elevados, como ocorre em fêmeas intactas, fêmeas 
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ovariectomizadas e machos com reposição com estradiol, a sensibilidade à leptina é 

elevada (Clegg et al., 2006).    

Em trabalho prévio de nosso laboratório foi observado que o menor 

ganho de peso e ingestão alimentar com o tratamento com estradiol em ratas 

ovariectomizadas está associado à maior expressão de RNAm de CRF no PVN 

(Silva et al., 2010) e a maior perda de peso após estímulo central com leptina. Por 

conseguinte, este trabalho visa esclarecer a participação do CRF nos efeitos do 

estradiol no controle da homeostase energética.  
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2. OBJETIVOS 
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2.1. Objetivos gerais 

 

Avaliar a participação do CRF nos efeitos do estradiol sobre a ingestão 

alimentar e peso corporal em resposta à estimulação central com leptina.  

 

2.2. Objetivos específicos 

 

1. Avaliar o efeito da ovariectomia (OVX) e da reposição com cipionato 

de estradiol em animais ovariectomizados (OVX+E) na ingestão alimentar e ganho 

de peso corporal; 

2. Avaliar o efeito do pré-tratamento com antagonista de CRF-R2 sobre 

a ingestão alimentar e ganho de peso corporal em ratas OVX, OVX+E e OVX+DP 

estimuladas com leptina; 

3. Avaliar o efeito do pré-tratamento com antagonista de CRF-R2 sobre 

a expressão de UCP-1 no tecido adiposo marrom, e na ativação de neurônios CART 

no núcleo arqueado em ratas OVX, OVX+E e OVX+DP estimuladas com leptina. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1. Animais 

 

Foram utilizadas ratas adultas, da linhagem Wistar, pesando entre 200-

250g, provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirão Preto – USP. Os 

animais foram ambientalizados em gaiolas individuais no biotério do Departamento 

de Fisiologia e aclimatados em temperatura controlada (23 ± 2ºC), sob regime de luz 

com ciclo claro-escuro de 12/12 horas (período de luz: 06h às 18h). Os animais 

tiveram livre acesso à água e ração, exceto nos experimentos em que houve a 

retirada da dieta. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de 

Ética em Experimentação Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto – USP (115/2009). 

 

3.2. Protocolos experimentais 

 

3.2.1. Avaliação da ingestão alimentar e do peso corporal em ratas 

ovariectomizadas com e sem reposição de estradiol 

 

Após três ciclos estrais regulares, as ratas foram submetidas à 

ovariectomia bilateral e divididas em três grupos: 

§ Ratas ovariectomizadas (OVX); 

§ Ratas ovariectomizadas com reposição com estradiol (OVX+E); 

§ Ratas ovariectomizadas com dieta pareada ao grupo OVX +E (OVX+DP).  

 

No dia seguinte à cirurgia, estes animais receberam injeção 

subcutânea de cipionato de estradiol (10 µg/Kg peso corporal, Grupo OVX+E) ou 
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veículo (óleo de milho: 0,2 mL/rata, Grupos OVX e OVX + DP) entre 8h e 10h, por 

oito dias consecutivos. Durante este período, foram verificados, diariamente, entre 

8h e 10h, a ingestão alimentar de 24 horas e o ganho de peso corporal. Em todo o 

período do experimento, as ratas tiveram livre acesso à água e ração 

disponibilizados individualmente em gaiolas individuais, exceto como especificado 

abaixo. A quantidade de dieta do grupo OVX+DP foi calculada pela média de dieta 

ingerida no dia anterior pelo grupo OVX. Para manter a ingestão alimentar no 

período noturno, a dieta do grupo OVX+DP foi oferecida às 18 horas.  

No oitavo dia, a dieta foi retirada às 16h, e um grupo de ratas OVX, 

OVX+E e OVX+DP foi decapitado às 17h para coleta de sangue. Ao restante dos 

animais, a dieta foi reapresentada às 18h, ou seja, no momento em que a luz do 

biotério apagou-se, sendo estes animais dos grupos OVX, OVX+E e OVX+DP 

decapitados às 22h para coleta de sangue. 

O sangue coletado do tronco foi utilizado para dosagem hormonal de 

corticosterona e leptina. Além disso, o tecido adiposo marrom foi retirado e pesado. 

 

 

                                                                                                               Retirada da                 Reapresentação  

                    Ovariectomia                                                                         dieta                             da dieta 

                     

 

 

      Ambientalização                OVX / OVX+E / OVX+DP: avaliação da  

           7 dias                        ingestão alimentar e peso corporal 

                          Dia 0                               8 dias                                         16h              17h            18h         22h 

 

 
                                                                                                      Decapitação para coleta  

                                                                                                                                            de sangue do tronco 
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3.2.2. Avaliação dos efeitos do antagonista de CRF sobre a 

ingestão alimentar e o peso corporal e expressão de UCP-1 no tecido adiposo 

marrom após administração intracerebroventricular de leptina em ratas 

ovariectomizadas com e sem reposição de estradiol 

 

Após três ciclos estrais regulares, as ratas foram submetidas à 

ovariectomia bilateral e à implantação de cânula no ventrículo lateral direito, e logo 

em seguida divididas nos seguintes grupos: 

§ Ratas ovariectomizadas (OVX) + veículo + salina; 

§ Ratas ovariectomizadas (OVX) + antisauvagina 30 + salina; 

§ Ratas ovariectomizadas (OVX) + veículo + leptina; 

§ Ratas ovariectomizadas (OVX) + antisauvagina 30 + leptina; 

§ Ratas ovariectomizadas com reposição com estradiol (OVX + E) + veículo+ 

salina; 

§ Ratas ovariectomizadas com reposição com estradiol (OVX + E) + 

antisauvagina 30 + salina; 

§ Ratas ovariectomizadas com reposição com estradiol (OVX + E) + veículo + 

leptina; 

§ Ratas ovariectomizadas com reposição com estradiol (OVX + E) + 

antisauvagina 30 + leptina; 

§ Ratas ovariectomizadas com dieta pareada ao grupo OVX + E (OVX + DP) + 

veículo + salina; 

§ Ratas ovariectomizadas com dieta pareada ao grupo OVX + E (OVX + DP) + 

antisauvagina 30 + salina; 
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§ Ratas ovariectomizadas com dieta pareada ao grupo OVX + E (OVX + DP) + 

veículo + leptina; 

§ Ratas ovariectomizadas com dieta pareada ao grupo OVX + E (OVX + DP) + 

antisauvagina 30 + leptina. 

 

No dia seguinte às cirurgias, estes animais receberam injeção 

subcutânea de cipionato de estradiol (10 µg/Kg peso corporal, OVX+E) ou veículo 

(óleo de milho: 0,2 mL/rata, OVX e OVX + DP) entre 8h e 10h, por oito dias 

consecutivos. Em todo o período do experimento, as ratas tiveram livre acesso à 

água e ração disponibilizados individualmente em gaiolas individuais, exceto como 

especificado abaixo. 

No oitavo dia, a dieta desses animais foi retirada às 16h. Às 16:45h os 

animais receberam injeção icv de antagonista de receptor CRF do tipo 2 

(Antisauvagina: 5 µg/5 µL, Península/Bachem, EUA) ou veículo (NaCl 0,9%). Após 

15 minutos (17h), foi realizada a injeção central de leptina (Leptin, Mouse, 

Recombinant, E.coli; Calbiochem) na dose de 10 µg/5µL ou veículo (salina estéril: 

5µL/rata). Posteriormente, a dieta foi reapresentada às 18h, ou seja, no momento 

em que a luz do biotério apagou-se. A avaliação da ingestão alimentar foi realizada 

1, 2, 4 e 14 horas após a reapresentação da dieta e o peso corporal foi avaliado 14 

horas após. Ao final do experimento, o tecido adiposo marrom foi coletado para 

posterior extração de proteínas totais e determinação da expressão de UCP-1. 
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                Ovariectomia e                          Retirada da           ASG ou      Leptina ou     Reapresentação 

                canulação do VL                            dieta                  veículo         veículo             da dieta 

 

 

        Ambientalização    OVX / OVX+E / OVX+DP 

               7 dias                        8 dias 

                          Dia 0                                       16h                    16:45h              17h                   18h 

                                                   Avaliação da  ingestão alimentar após  1, 2, 4 e 14h 

                                                                               e do ganho de peso corporal após 14h 

 
                                                                                                                                        Decapitação e coleta  

                                                                                                                                                                        do BAT 

 

 

3.2.3. Avaliação dos efeitos do antagonista de CRF sobre a 

expressão de proteína Fos e CART no núcleo arqueado após administração 

intracerebroventricular de leptina em ratas ovariectomizadas com e sem 

reposição de estradiol 

 

Após três ciclos estrais regulares, as ratas foram submetidas à 

ovariectomia bilateral e à implantação de cânula no ventrículo lateral direito, e logo 

em seguida divididas nos seguintes grupos: 

§ Ratas ovariectomizadas (OVX) + veículo + salina; 

§ Ratas ovariectomizadas (OVX) + antisauvagina 30 + salina; 

§ Ratas ovariectomizadas (OVX) + veículo + leptina; 

§ Ratas ovariectomizadas (OVX) + antisauvagina 30 + leptina; 

§ Ratas ovariectomizadas com reposição com estradiol (OVX + E) + veículo+ 

salina; 
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§ Ratas ovariectomizadas com reposição com estradiol (OVX + E) + 

antisauvagina 30 + salina; 

§ Ratas ovariectomizadas com reposição com estradiol (OVX + E) + veículo + 

leptina; 

§ Ratas ovariectomizadas com reposição com estradiol (OVX + E) + 

antisauvagina 30 + leptina; 

§ Ratas ovariectomizadas com dieta pareada ao grupo OVX + E (OVX + DP) + 

veículo + salina; 

§ Ratas ovariectomizadas com dieta pareada ao grupo OVX + E (OVX + DP) + 

antisauvagina 30 + salina; 

§ Ratas ovariectomizadas com dieta pareada ao grupo OVX + E (OVX + DP) + 

veículo + leptina; 

§ Ratas ovariectomizadas com dieta pareada ao grupo OVX + E (OVX + DP) + 

antisauvagina 30 + leptina. 

 

No dia seguinte às cirurgias, estes animais receberam injeção 

subcutânea de cipionato de estradiol (10 µg/Kg peso corporal, OVX+E) ou veículo 

(óleo de milho: 0,2 mL/rata, OVX e OVX + DP) entre 8h e 10h, por oito dias 

consecutivos. Em todo o período do experimento, as ratas tiveram livre acesso à 

água e ração disponibilizados individualmente em gaiolas individuais, exceto como 

especificado abaixo. A quantidade de dieta do grupo OVX+DP foi calculada pela 

média de dieta ingerida pelo grupo OVX. Para manter a ingestão alimentar no 

período noturno, a dieta do grupo OVX+DP foi oferecida às 18 horas.  

No oitavo dia, a dieta desses animais foi retirada às 15h. Às 16:15h os 

animais receberam injeção icv de antagonista de receptor CRF do tipo 2 
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(Antisauvagina 30: 5 µg/5 µL, Península/Bachem, EUA) ou veículo (NaCl 0,9%). 

Após 15 minutos (16:30h), foi realizada a injeção central de leptina (Leptin, Mouse, 

Recombinant, E.coli; Calbiochem) na dose de 10 µg/5µL ou veículo (salina estéril: 

5µL/rata).  

Após 90 minutos à administração de leptina ou salina (18h) os animais 

foram anestesiados com tribromoetanol 2,5% (1mL/100g de peso corporal) e 

perfundidos para coleta de tecido cerebral e tronco encefálico para posterior 

procedimento de imunoistoquímica. 

 

 

                 Ovariectomia e                        Retirada da           ASG ou      Leptina ou      

                 canulação do VL                          dieta                  veículo         veículo              

 

 

        Ambientalização    OVX / OVX+E / OVX+DP 

               7 dias                        8 dias 

                          Dia 0                                       15h                    16:15h          16:30h                              18h 

                                                    
                                                                                

                                                                                                                                  Perfusão e coleta do tecido 

                                                                                                                                                       cerebral                                

 

 

3.3. Procedimentos cirúrgicos 

 

3.3.1. Ovariectomia bilateral 

 

Neste estudo foram incluídas apenas ratas que apresentaram três 

ciclos estrais regulares e consecutivos de quatro dias. A verificação do ciclo estral foi 
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realizada, coletando-se o esfregaço vaginal diariamente com um conta-gotas 

contendo previamente solução de NaCl 0,9%. O fluido vaginal coletado foi analisado 

a fresco no microscópio óptico.  

Após três ciclos estrais regulares, as ratas foram ovariectomizadas, 

sob anestesia com 2,2,2-tribromoetanol (TBE 2,5%, 1mL/100g peso corporal, via 

intraperitoneal). Estes animais foram submetidos à incisão bilateral longitudinal (1,5 

cm de comprimento) da pele e tecido subcutâneo entre a última costela e a coxa. 

Com o auxílio de uma pinça, o tecido muscular foi divulsionado para visualização 

dos ovários, os quais foram retirados. Após a retirada, foi realizada sutura com fio de 

algodão. 

 

3.3.2. Canulação do ventrículo lateral  

 

Logo após a ovariectomia, as ratas foram submetidas à implantação de 

uma cânula intracerebroventricular (icv) por meio de cirurgia estereotáxica. Durante 

esta cirurgia, os animais receberam um implante no ventrículo lateral direito de uma 

cânula guia de aço inoxidável de 0,6 mm de diâmetro externo, 0,4 mm de diâmetro 

interno e 10 mm de comprimento. O animal teve sua cabeça fixada num aparelho 

estereotáxico e uma incisão na parte superior da mesma foi realizada, expondo-se o 

bregma e o lâmbda. Um ajuste foi realizado para que estes pontos ficassem no 

mesmo plano horizontal. Após o implante, a cânula foi fixada por uma resina de 

acrílico autopolimerizável (Simplex) sobre a calota craniana, com auxílio de 

parafusos de aço inoxidável fixados no crânio para assegurar uma maior adesão do 

polímero ao osso.  
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A cânula no ventrículo lateral direito foi posicionada utilizando-se as 

seguintes coordenadas do atlas de Paxinos e Watson (1997): ântero-posterior: -0,6 

mm (posterior ao bregma); látero-lateral: -1,5 mm (direita ao bregma); vertical: -3,6 

mm (a partir da superfície da calota craniana). Dentro de cada cânula foi inserido um 

mandril de aço para evitar a obstrução. 

Ao final da cirurgia, os animais receberam uma injeção de antibiótico 

(Pentabiótico) na dose de: 0,1 mL/100 g peso corporal, por via intramuscular.  

A posição da cânula foi verificada por meio da injeção central de 

corante (azul de Evans) após o término do experimento e realização de tratamento 

histológico.  

 

3.4. Coleta de sangue 

 

O sangue do tronco foi coletado por decapitação em tubos contendo 

heparina, sob gelo. O plasma foi obtido após centrifugação por 20 minutos, 3.000 

rotações/min, a 4ºC e posteriormente estocado a -20ºC, até o momento das 

dosagens. 

 

 

3.5. Perfusão cerebral 

 

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol 2,5% (1mL/100g) 

e, após o desaparecimento dos reflexos raqui-medulares, foram submetidos à 

perfusão do SNC. No momento da perfusão foi palpada a região terminal do esterno 

onde então foi realizado um corte na pele e na musculatura subjacente do abdome. 
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As regiões laterais das costelas foram seccionadas, visualizando-se o coração, que 

foi isolado das estruturas adjacentes, rebatendo-se o timo a fim de visualizar o ápice 

cardíaco e a saída do arco aórtico. A aorta torácica descendente foi visualizada e 

ocluída antes de sua passagem pelo hiato da aorta no diafragma. Levantando-se o 

coração, foi realizado um corte no ápice do ventrículo esquerdo, sendo, a seguir, 

introduzida uma agulha romba até a saída da aorta. Um corte foi realizado no átrio 

direito para permitir a saída do sangue e do líquido após a perfusão cerebral. A 

perfusão foi iniciada com a infusão de 200mL de solução salina isotônica estéril 

(NaCl 0,9%) com heparina (diluição 1:80) seguida pela infusão de 400mL de 

paraformaldeído 4%. Neste procedimento foi utilizada uma bomba peristáltica com 

velocidade de infusão de 15mL/minuto. O tecido cerebral foi pós-fixado em 

paraformaldeído 4% por 1h, e após este período foi estocado em uma solução de 

sacarose 30% a 4ºC por quatro dias, quando realizou-se os cortes histológicos em 

criostato.  

 

 

3.6. Métodos laboratoriais 

  

3.6.1. Radioimunoensaio da corticosterona 

 

A corticosterona plasmática foi determinada pelo método de Vecsei e 

colaboradores (1979), que utiliza a extração do esteróide com etanol. Foi utilizado 

um anticorpo anti-corticosterona (Sigma, AB-cort-17984) preparado em coelhos, com 

o hormônio conjugado com albumina bovina. A corticosterona [1,2-3(H)] (New 

England Nuclear) foi utilizada como hormônio marcado. Na separação da fração livre 
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da ligada foi utilizada uma solução de carvão-dextran 0,5/0,05%. A dose mínima 

detectável e o coeficientes de variação intra foram 0,4+µg/dL e 5,1%, 

respectivamente.  

 

3.6.2. Dosagem de leptina plasmática 

 

A dosagem de leptina plasmática foi realizada por radioimunoensaio 

com duplo anticorpo, utilizando-se kit comercial (Linco). A dose mínima detectável e 

o coeficiente de variação intra-ensaio foram 0,1 ng/mL, 1,5%, respectivamente.  

 

3.6.3. Imunoistoquímica 

 

Os tecidos cerebrais foram seccionados em cortes de 30µm de 

espessura utilizando-se um criostato. Realizou-se o bloqueio da peroxidase 

endógena com solução H2O2 (0,3%) e também o bloqueio das ligações inespecíficas 

utilizando-se soro normal da espécie apropriada. Posteriormente, para visualização 

da expressão da proteína Fos, os cortes foram incubados em temperatura ambiente 

por 12-14 horas com o anticorpo primário anti-Fos (Ab-5, Oncogene 1:10.000) e a 

seguir, incubados com o segundo anticorpo biotinilado (Vector Laboratories, 

Califórnia, USA, 1:200) por um período de 1 hora. Para a coloração, foi utilizado o 

complexo avidina-biotina-peroxidase (Vectastain, Vector Laboratories, Califórnia, 

USA, 1:200), empregando diaminobenzidina (DAB) e cloreto de níquel como 

cromógenos, cuja reação confere ao núcleo das células neuronais uma coloração de 

violeta escuro a preto.  
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No protocolo de co-localização, o protocolo básico de imunoistoquímica 

foi seguido. No segundo dia, após o término do protocolo descrito acima, foi utilizado 

anticorpo anti-CART (Rabbit monoclonal Phoenix Pharmaceuticais, Califórnia, USA,  

1:10000). A revelação foi realizada com DAB não intensificada com níquel, da 

mesma maneira como descrito anteriormente. 

 

3.6.4. Western blotting para determinação da expressão de UCP-1 

 

O tecido adiposo marrom foi homogenizado em tampão de sacarose 

(sacarose 300 mM e Triton X-100 1%) na seguinte proporção: 5g de tecido para 

cada 100 mL de tampão. Após a homogenização, as amostras foram centrifugadas a 

2500 rpm por 10 minutos, a 4ºC. Posteriormente, foi retirada a camada de lipídio e o 

sobrenadante foi transferido para outro microtubo.  

A partir do sobrenadante, foi realizada a dosagem de proteína das 

amostras em duplicata, pelo método de Bradford (Protein Assay, Bio-Rad), em 

espectrofotômetro com comprimento de onda de 562 nm. As amostras contendo 10 

µg de proteínas foram solubilizadas em tampão da amostra pH 6,8 (20% de glicerol, 

Tris 1M pH 6,8, SDS 4%, DTT 0,1M, azul de bromofenol 0,02%) a 100ºC por 3 

minutos e aplicadas em gel de eletroforese SDS-PAGE 10%, com 0,75 mm de 

espessura. A eletroforese foi realizada a 90 V por 90 minutos. As proteínas do gel 

foram transferidas para a membrana de nitrocelulose 0,45 mm Trans Blot por meio 

do sistema de tanque ligado a 100 V por 90 minutos. Em seguida, a membrana foi 

incubada em solução de bloqueio (TBS-T e 10% de leite em pó desnatado) por 90 

minutos. Após 5 lavagens de 5 minutos com solução TBS-T, a membrana foi 

incubada com anticorpo primário anti-β-actina (Cell Signaling Technology) na 
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diluição de 1:750 em solução contendo TBS-T e albumina de soro bovino. A 

incubação ocorreu sob agitação, a 4ºC, overnight. Posteriormente, a membrana foi 

submetida a 5 lavagens de 5 minutos com solução TBS-T e incubada com anticorpo 

secundário anti-IgG de coelho conjugado à peroxidase (Cell Signaling Technology), 

na diluição de 1:3000 em solução contendo TBS-T e albumina de soro bovino. A 

incubação ocorreu sob agitação, em temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida, 

a membrana foi lavada em solução TBS-T e incubada por 6 minutos com a mistura 

de reagentes do kit de quimiluminescência amplificada (ECL Plus, Amersham 

Biosciences). A detecção por quimioluminescência foi realizada em sistema de 

detecção Chemidoc XRS + Imaging System (Bio-Rad), com exposição de 60 

segundos. 

Posteriormente, a membrana foi lavada 5 vezes de 5 minutos em 

solução TBS e realizou-se o procedimento de recuperação da membrana com 

solução Restore Western Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific), sob agitação por 

15 minutos em temperatura ambiente. A membrana foi lavada com TBS-T e realizou-

se novamente o bloqueio (TBS-T e 10% de leite em pó desnatado) por 90 minutos. 

Após 5 lavagens de 5 minutos com solução TBS-T, a membrana foi incubada com 

anticorpo primário anti-UCP-1 (Santa Cruz Biotechnology, Califórnia, USA) na 

diluição de 1:1750 em solução contendo TBS-T e albumina de soro bovino. A 

incubação ocorreu sob agitação, a 4ºC, overnight. Posteriormente, a membrana foi 

submetida a 5 lavagens de 5 minutos com solução TBS-T e incubada com anticorpo 

secundário anti-IgG de cabra produzido em coelho conjugado com peroxidase 

(Santa Cruz Biotechnology, Califórnia, USA), na diluição de 1:5000 em solução 

contendo TBS-T e leite desnatado. A incubação ocorreu sob agitação, em 

temperatura ambiente por 1 hora. A membrana foi lavada novamente em solução 
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TBS-T e incubada por 6 minutos com a mistura de reagentes do kit de 

quimiluminescência amplificada (ECL Plus, Amersham Biosciences). A detecção por 

quimioluminescência foi realizada em sistema de detecção Chemidoc XRS + 

Imaging System (Bio-Rad), com exposição de 60 segundos. 

 

 

3.7. Análise estatística 

 

Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão da média 

(EPM). A significância estatística da diferença entre as médias dos grupos 

estudados foi avaliada pela análise de variância (ANOVA): one-way ANOVA, 

seguido do pós-teste Student-Newman-Keuls, para análise dos experimentos com 

uma variável (Protocolo Experimental 1); three-way ANOVA, seguido do pós-teste 

Student-Newman-Keuls, para análise dos experimentos com três variáveis 

(Protocolos Experimentais 2 e 3). O nível de significância adotado foi de 5%. 
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4. RESULTADOS 
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4.1. Avaliação da ingestão alimentar e do peso corporal em ratas 

ovariectomizadas com e sem reposição de estradiol 

 

  A figura 1 apresenta o resultado de ingestão alimentar diária (g/100g 

peso corporal) durante os sete dias seguintes à cirurgia de ovariectomia bilateral 

com reposição de cipionato de estradiol na dose de 10 µg/Kg peso corporal  

(OVX+E) ou óleo de milho (OVX e OVX+DP). Observa-se que o tratamento diário 

com cipionato de estradiol levou a uma menor ingestão alimentar a partir do 3º dia 

de tratamento (Figura 1A; p<0,05) e menor ingestão alimentar acumulada durante 

todo o período de tratamento (Figura 1B; 75,6 + 5,4 g/100g peso corporal; n=7-13; 

p<0,05), quando comparado aos animais ovariectomizados tratados com veículo 

(89,4 + 15,5 g/100g peso corporal).  
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Figura 1: Efeito do tratamento com cipionato de estradiol sobre a ingestão alimentar diária (A) e 

acumulada (B).     N = 15 – 20. Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 comparado ao grupo 

OVX. 

 

 

 

 



 47

Na Figura 2A observamos que a injeção subcutânea de cipionato de 

estradiol induziu menor ganho de peso diário em ratas ovariectomizadas, a partir do 

5º dia de tratamento, quando comparado aos animais que receberam veículo. Além 

disso, o ganho total de peso corporal também foi menor nos animais que receberam 

o tratamento com cipionato de estradiol (Figura 2B; OVX: 47,9 + 1,9g; OVX+E: 31,9 

+ 1,90g; p<0,001, n=20). Entretanto, o pareamento da dieta não foi capaz de induzir 

a mesma redução no ganho de peso, uma vez que os animais ovariectomizados que 

receberam dieta pareada ao grupo tratado com estradiol apresentaram a mesma 

variação no peso corporal observada no grupo tratado com veículo e ração ad 

libitum (OVX+DP: 47,6 + 1,6g).  
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Figura 2: Efeito do tratamento com cipionato de estradiol sobre o ganho de peso corporal diário (A) e 

total (B).       N = 20. Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 e ***p<0,001 comparado ao 

grupo OVX. 
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A ingestão alimentar ocorreu preferencialmente no período noturno em 

todos os grupos (Figura 3). 

 

         A                                                      B 

OVX OVX + E OVX + DP
0

10

20

30

40

***

In
ge

st
ão

 A
lim

en
ta

r 
D

iu
na

(%
 T

o
ta

l)

OVX OVX + E OVX + DP
0

20

40

60

80

100

***

In
ge

st
ão

 A
lim

en
ta

r 
N

ot
ur

na
(%

 T
o

ta
l)

 

Figura 3: Efeito do tratamento com cipionato de estradiol sobre a ingestão alimentar diurna (A) e 

noturna (B).         N = 6 – 7. Valores expressos como média + EPM. ***p<0,001 comparado ao grupo 

OVX.  

 

 

Além disso, não foi observada alteração na ingestão de água pelos 

animais entre os grupos (Figura 4, OVX: 98,8 + 2,3 mL/100g peso corporal; OVX+E: 

95,4 + 6,9 mL/100g peso corporal; OVX+DP: 101,1 + 1,3 mL/100g peso corporal; 

n=6-7).  
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Figura 4: Efeito do tratamento com cipionato de estradiol sobre a ingestão de água acumulada.         

N = 6 – 7. Valores expressos como média + EPM. Não foi observada diferença estatística significativa 

entre os grupos. 
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Como se observa na figura 5, não houve diferença significativa no peso 

relativo do BAT ao final do experimento (OVX: 0,12 + 0,01 g/100g peso corporal; 

OVX+E: 0,15 + 0,01 g/100g peso corporal; OVX+DP: 0,14 + 0,02 g/100g peso 

corporal; n=20). 
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Figura 5: Efeito do tratamento com cipionato de estradiol sobre o peso relativo do tecido adiposo 

marrom (n = 20). Valores expressos como média + EPM. Não foi observada diferença estatística 

significativa entre os grupos. 
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4.2. Avaliação das concentrações plasmáticas de corticosterona e 

leptina em ratas ovariectomizadas com e sem reposição de estradiol 

 

Na figura 6 estão apresentadas as concentrações plasmáticas de 

corticosterona e leptina em animais OVX, OVX+E e OVX+DP decapitados às 17h e 

22h. Os animais que receberam a reposição com cipionato de estradiol 

apresentaram aumento nas concentrações plasmáticas de corticosterona tanto às 17 

(OVX: 9,9 + 0,6 µg/dL; OVX+E: 15,8 + 0,8 µg/dL; OVX+DP: 10,8 + 1,5 µg/dL; 

p<0,001) como às 22 horas (OVX: 7,1 + 1,3 µg/dL; OVX+E: 14,2 + 1,8 µg/dL; 

OVX+DP: 6,5 + 1,2 µg/dL; p<0,05; n=10-11), quando comparado aos grupos OVX ou 

OVX+DP. A concentração plasmática de leptina às 17 horas do grupo OVX+E foi 

significativamente maior, quando comparada aos grupos OVX e OVX+DP. No 

entanto, às 22 horas a concentração plasmática de leptina do grupo OVX+E foi 

maior apenas quando comparada ao grupo OVX+DP. (OVX: 4,2 + 0,5 ng/mL; 

OVX+E: 5,9 + 0,7 ng/mL; OVX+DP: 3,8 + 0,5 ng/mL; p<0,05; n=6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Efeito do tratamento com cipionato de estradiol sobre as concentrações plasmáticas de 

corticosterona e leptina (n = 6-11). Valores expressos como média + EPM. *p<0,05  
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4.3. Avaliação dos efeitos do antagonista de CRF sobre a ingestão 

alimentar e o peso corporal após administração central de leptina em ratas 

ovariectomizadas com e sem reposição de estradiol 

 

A figura 7 representa a variação no peso corporal (g) e na ingestão 

alimentar (g/100g peso corporal) 14h após a realização do tratamento central com 

leptina. Observa-se que a leptina causou redução no ganho de peso nos animais 

OVX com e sem reposição com cipionato de estradiol, comparado ao respectivo 

grupo tratado com veículo (Figura 7A; OVX: -2,6 + 0,8 vs 5,7 + 0,9g; OVX+E: -4,7 + 

1,5g vs 2,8 + 1,4g; p<0,05; n=6-7). O pré-tratamento com o antagonista de CRF-R2 

reverteu a perda de peso induzida pela leptina apenas no grupo OVX+E (OVX+E: -

3,1 + 1,6g). O mesmo resultado foi observado na ingestão alimentar (Figura 7B), ou 

seja, a leptina foi capaz de reduzir a ingestão de alimento nos animais OVX e 

OVX+E (OVX: 5,3 + 0,4 g/100g peso corporal vs 10,3 + 1,5 g/100g peso corporal; 

OVX+E: 5,2 + 0,3 g/100g peso corporal vs 8,9 + 0,5 g/100g peso corporal; p<0,05; 

n=6-7).  Contudo, somente no grupo que recebeu a reposição hormonal foi 

observada uma reversão na hipofagia induzida pela leptina ao receber tratamento 

prévio com antagonista de CRF-R2 (OVX+E: 8,5 + 1,4 g/100g peso corporal). 
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Figura 7: Efeito do pré-tratamento com antagonista de CRF-R2 (ASG) no ganho de peso corporal (A) 

e na ingestão alimentar (B) após estímulo com leptina em ratas tratadas com estradiol (n = 6-7). 

Valores expressos como média + EPM. *: p<0,001 vs respectivo controle, #: p<0,05 vs salina/leptina.  
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4.4. Avaliação dos efeitos do antagonista de CRF sobre a 

expressão protéica de UCP1 no tecido adiposo marrom após administração 

central de leptina em ratas ovariectomizadas com e sem reposição de estradiol 

 

Podemos verificar na figura 8 que o tratamento com cipionato de 

estradiol por si só foi capaz de aumentar em 100% a expressão protéica de UCP-1 

no BAT (n=5; P<0,05), quando comparada aos grupos OVX e OVX+DP. Alem disso, 

o tratamento com leptina aumentou a expressão protéica de UCP-1 em ratas 

castradas com e sem reposição com estradiol (OVX: 50%; OVX+E: 70%; P<0,05; 

n=5). O pré-tratamento com o antagonista do CRF-R2 bloqueou (p<0,05) a resposta 

da expressão de UCP-1 induzida pela leptina apenas no grupo OVX+E (Figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Efeito do tratamento com cipionato de estradiol sobre a expressão protéica de UCP-1 (n= 

5). Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 comparado ao grupo OVX. 
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Figura 9: Efeito do pré-tratamento com antagonista de CRF-R2 (ASG) no ganho de peso corporal e 

na ingestão alimentar após estímulo com leptina em ratas castradas com (OVX+E) e sem reposição 

com cipionato de estradiol (OVX; OVX+DP) (n=5). Valores expressos como média + EPM. * : p<0,05 

vs salina/salina, # : p<0,05 vs salina/Leptina. 
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4.5. Avaliação dos efeitos do antagonista de CRF sobre a 

expressão de proteína Fos e CART no núcleo arqueado após administração 

central de leptina em ratas ovariectomizadas com e sem reposição de estradiol  

 

A figura 10A apresenta o número de neurônios imunorreativos para a 

proteína Fos no núcleo arqueado de ratas OVX, OVX+E e OVX+DP. Podemos 

observar que o tratamento central com leptina causou um aumento no número de 

neurônios que expressam Fos no ARQ de ratas OVX, o qual foi exacerbado nas 

ratas que receberam tratamento com cipionato de estradiol (OVX: 5,0 + 0,6 vs 17,8 + 

2,7; OVX+E: 3,3 + 1,3 vs 28,3 + 6,1; n= 3-5; p<0,05; salina vs leptina, 

respectivamente). O pré-tratamento com o antagonista do CRF-R2 bloqueou 

(p<0,001) a ativação neuronal no ARQ induzida pela leptina apenas no grupo 

OVX+E (5,2 + 1,9).   

Na figura 10B podemos observar o número de neurônios 

imunorreativos para a proteína Fos e o peptídeo CART no ARQ. Houve um aumento 

na dupla marcação Fos/CART nos animais OVX e OVX+E após a infusão central de 

leptina, contudo o tratamento com cipionato de estradiol não levou à exacerbação 

dessa resposta (OVX: 1,7 + 0,9 vs 9,5 + 1,6; OVX+E: 0,3 + 0,3 vs 9,5 + 2,2; n= 3-5; 

p<0,001). O pré-tratamento com o antagonista do CRF-R2 bloqueou (p<0,001) a 

ativação de neurônios CART no ARQ induzida pela leptina apenas no grupo OVX+E 

(1,5 + 0,3). 

A figura 11 apresenta fotomicrografias representativas (aumento de 

40X) de secções coronais de imunoistoquímica para Fos/CART no ARQ.  
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Figura 10: Efeito do pré-tratamento com antagonista de CRF-R2 (ASG) na imunorreatividade para 

Fos (A) e na imunolocalização de Fos e CART (B) após estímulo com leptina em neurônios do núcleo 

arqueado de ratas castradas com (OVX+E) e sem reposição com cipionato de estradiol (OVX; 

OVX+DP) (n=3-5). Valores expressos como média + EPM. * : p<0,05 vs salina/salina, # : p<0,05 vs 

salina/Leptina; § : p<0,05 vs OVX salina/Leptina. 
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Figura 11: Fotomicrografias representativas do efeito do pré-tratamento com antagonista de 

CRF-R2 na imunolocalização de Fos e CART no ARQ após estímulo com leptina em ratas 

castradas com e sem reposição hormonal. Aumento de 40X e 100X.  
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5. DISCUSSÃO 
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Em nosso trabalho demonstramos que o tratamento de ratas castradas 

com cipionato de estradiol (10 µg/Kg peso corporal, sc) reduz tanto a ingestão 

alimentar como o ganho de peso corporal induzido pela castração. Além disso, 

ocorre um aumento nas concentrações plasmáticas de corticosterona e leptina. 

Ainda, quando realizamos a administração de leptina no ventrículo lateral dessas 

fêmeas com reposição estrogênica observamos hipofagia, perda de peso corporal, 

aumento na expressão da proteína UCP-1 no tecido adiposo marrom e aumento na 

ativação neuronal no núcleo arqueado. Esses efeitos são revertidos quando 

realizamos administração central prévia de antisauvagina, antagonista dos 

receptores tipo 2 do CRF.  

Nossos resultados estão de acordo com dados da literatura que 

demonstraram que a ovariectomia em ratas e camundongas leva a um aumento de 

10 a 25% no peso corporal, sendo a maior parte devida a um aumento no tecido 

adiposo (Geary et al., 2001). Esse aumento no peso é atribuído a um aumento na 

ingestão de alimentos associado à redução na atividade física e alterações no 

metabolismo (Geary et al., 2001). Toth e colaboradores, 2001, utilizando ratas 

Sprague-Dawley castradas com reposição contínua de estradiol por meio de 

implante subcutâneo de dispositivo de liberação lenta, verificaram menor ganho de 

peso corporal nos animais tratados com o estrógeno. Além disso, o tratamento 

cíclico com estradiol é capaz de manter o ganho corporal diário semelhante ao de 

ratas intactas (Asarian & Geary, 2002). O estradiol reduz a massa de tecido adiposo, 

sendo essa uma das causas da redução de peso nas ratas tratadas (Salas et al., 

2005). 

A ingestão alimentar varia durante o ciclo menstrual em mulheres e 

durante o ciclo estral em roedores. No período periovulatório a ingestão alimentar 
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pode ser até 25% menor que nas outras fases do ciclo, isso tem sido atribuído ao 

pico estrogênico característico dessa fase (Asarian & Geary, 2006). Além disso, a 

gonadectomia em fêmeas leva a um aumento da ingestão alimentar, o que revela a 

importância do funcionamento correto do eixo hipotálamo-hipófise-gônadas no 

comportamento alimentar (Asarian & Geary, 2006). Assim, nossos dados de menor 

ingestão alimentar no grupo OVX+E são consistentes com os dados da literatura. 

O efeito hipofágico do estradiol em roedores já foi demonstrado em 

diversos trabalhos (Geary et al., 2001; Asarian & Geary, 2002; Roesch, 2005; 

Santollo et al., 2007; Thammacharoen et al., 2008). Santollo e colaboradores, em 

2007, observaram que a injeção subcutânea única de 4 µg de estradiol por rata é 

capaz de reduzir a ingestão alimentar desses animais 24 horas após o tratamento. 

Em nosso trabalho, essa redução só foi observada a partir do quarto dia de 

tratamento, possivelmente devido à menor dose de tratamento. 

Aparentemente, o efeito hipofágico dos estrógenos se deve à sua 

ligação aos receptores de estrógenos do tipo α (ERα) (Santollo et al., 2007), os quais 

se encontram amplamente expressos no núcleo arqueado, hipotálamo ventromedial 

e hipotálamo dorsomedial, importantes áreas envolvidas na homeostase energética 

(Shughrue et al., 1997). Na década de 90, Simerly e cols realizaram o mapeamento 

das áreas cerebrais de rato que expressam o RNAm para o receptor estrogênico e 

verificaram sua presença em diversas áreas hipotalâmicas, como a zona 

periventricular, as áreas mediana e anteroventral dos núcleos periventriculares da 

região preóptica, o ARQ, nas três áreas dos núcleos periventriculares, na zona 

dorsal da parte medial parvicelular do PVN, além da zona medial do hipotálamo. 

Posteriormente, Laflamme e cols, 1998, utilizando sondas específicas para as 

isoformas α e β do receptor estrogênico, evidenciaram distribuição do RNAm da 
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isoforma α semelhante àquela do trabalho anterior, indicando que a sonda utilizada 

por Simerly e cols era seletiva para a isoforma α. Recentemente, estudos com 

camundongos knockout para ERα foram apresentados na literatura para elucidação 

da ações do estradiol mediadas pela isoforma α no controle da ingestão alimentar. 

Constatou-se que o ERα é necessário para os efeitos restritivos do estrógeno na 

ingestão alimentar, adiposidade e peso corporal em fêmeas, uma vez que a 

reposição estrogênica em fêmeas OVX knockout para ERα não é capaz de reverter 

os efeitos da cirurgia nesses parâmetros (Geary et al., 2001). Utilizando agonistas 

específicos para a isoforma α (4,4’,4’’-(4-Propyl-[1H]-pyrazole-1,3,5-triyl)trisphenol ou 

PPT) ou para a isoforma β (2,3-Bis(4-hydroxyphenil)-propionitrile ou DPN), Roesh, 

2005, concluiu que ERα é responsável pela redução na ingestão alimentar e no 

ganho de peso induzido pelos estrógenos, não havendo participação de ERβ nesses 

parâmetros, dados corroborados por Santollo e cols em 2007. Ainda, implantes 

estrogênicos na região do tronco encefálico, caudal à área postrema, são capazes 

de inibir a ingestão alimentar e ativar neurônios que expressam ERα no NTS caudal, 

indicando que um dos mecanismos através dos quais os estrógenos inibem a 

ingestão alimentar é aumentando a ativação de aferências vagais relacionadas aos 

sinais de saciedade, como a CCK (Tammacharoen et al., 2008). 

Em nosso trabalho, verificamos que o grupo OVX com pareamento da 

dieta apresentou o mesmo ganho de peso, quando comparado ao grupo OVX com 

dieta ad libitum. Resultado semelhante foi observado por Roesch, em 2005, o qual 

verificou que a redução na ingestão alimentar não é suficiente para a redução de 

peso induzida pelos estrógenos. Foi demonstrado que o pareamento da dieta não é 

capaz de reduzir o ganho de peso induzido pela ovariectomia (Mueller & Hsiao, 

1980), sugerindo que os estrógenos também são capazes de reduzir o ganho de 
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peso por meio de modulação na atividade locomotora e/ou na taxa metabólica de 

repouso (Wade, 1972). Por outro lado, o peso corporal semelhante entre o grupo 

OVX e OVX+DP, sugere que a dieta pareada, com restrição alimentar moderada, 

pode induzir respostas adaptativas que permitem a manutenção do peso corporal. 

O núcleo supraquiasmático (SCN) do hipotálamo é considerado o 

relógio gerador dos ritmos circadianos em mamíferos. A atividade neuronal do SCN 

é influenciada por diferentes fatores sincronizadores, como ciclo claro-escuro e 

alimentação, e auxilia no controle de uma série de comportamentos e processos 

fisiológicos (Herzog & Schwartz, 2002). O SCN possui numerosas interconexões 

com outras regiões cerebrais, como o PVN, LH e VMH, amplamente relacionados ao 

controle da ingestão alimentar (Strubbe & Woods, 2004). Os ratos são animais 

noturnos, ou seja, se encontram ativos principalmente durante a noite. Em condições 

experimentais, em que esses animais são mantidos em ciclos de 12 horas claro-

escuro, quando a disponibilidade de alimento é livre, a maior parte da ingestão 

alimentar total ocorre durante o período escuro, havendo picos no início e no final 

dessa fase (Strubbe & Woods, 2004). Dessa forma, optou-se por disponibilizar 

alimento ao grupo com dieta pareada no período escuro, para manutenção da 

ingestão alimentar predominantemente no período noturno no grupo com dieta 

pareada.  

Observamos um aumento nas concentrações plasmáticas de 

corticosterona no grupo tratado com estradiol. Tem sido sugerido que esse aumento 

da corticosterona se deva a um aumento na liberação basal estimulada pelo ACTH e 

PRL e por um aumento na síntese de AMPc nas células da zona fasciculata da 

glândula adrenal (Lo et al., 2000). 
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Os níveis leptinêmicos foram maiores às 17 horas nas ratas que 

receberam a reposição estrogênica em nosso estudo. Sabe-se que a leptina está 

envolvida não apenas na regulação do peso corporal e do metabolismo, mas 

também na função reprodutiva. Uma vez que receptores de estrógenos se 

encontram expressos em adipócitos, Brann e cols, 1999, verificaram que o estradiol 

é capaz de regular a expressão do gene da leptina. Os autores observaram que o 

tratamento com 17-β-estradiol induz um aumento significativo no RNAm da leptina 

no tecido adiposo de ratas. Ainda, foi observado um aumento na concentração 

plasmática de leptina após tratamento com estradiol em dose semelhante (Silva et 

al., 2010) e maior (Alonso et al., 2007) à utilizada em nosso trabalho. Contudo, 

Rocha e cols, 2004, não verificaram alteração na leptina plasmática de ratas intactas 

tratadas com estradiol. Além disso, Yan Ng e cols, 2010, observaram, 

contraditoriamente, um aumento na concentração plasmática de leptina após a OVX. 

Essas diferenças em relação ao nosso estudo podem ser devidas aos diferentes 

modelos experimentais, uma vez que no primeiro trabalho foram utilizadas ratas 

intactas que recebiam reposição estrogênica na dose de 0,15 – 0,20 mg/dia e no 

segundo trabalho as fêmeas não receberam reposição hormonal após a 

ovariectomia. 

Após a realimentação, ou seja, nas amostras coletadas às 22 horas, 

não foi observada diferença nas concentrações plasmáticas de leptina entre os 

animais OVX e OVX+E, as quais foram maiores que as concentrações de leptina às 

18 horas. Sabe-se que as concentrações plasmáticas de leptina além de serem 

reguladas pela massa de tecido adiposo também sofrem influência da ingestão 

energética aguda. Dessa forma, em situações de jejum ou restrição energética há 

redução na leptina plasmática, a qual aumenta rapidamente após a realimentação 
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ou superalimentação (Havel, 2000), como observado em nosso estudo. Sugere-se 

que a insulina seja responsável por induzir essas alterações a curto prazo na 

liberação de leptina, uma vez que o aumento da insulinemia precede o aumento da 

leptinemia (Havel, 2000; Badman & Flier, 2007). 

Nos experimentos realizados com injeção central de leptina, 

observamos que houve redução tanto no ganho de peso corporal, quanto na 

ingestão alimentar nos grupos OVX e OVX+E. A colocalização de OBRb e ERα no 

hipotálamo sugere uma interação na regulação de mecanismos comportamentais e 

neuroendócrinos (Diano et al., 1998). Clegg e cols, 2006, verificaram que a presença 

ou não de estrógeno altera a sensibilidade central à leptina. Dessa forma, os autores 

sugerem que quando os níveis estrogênicos encontram-se baixos, a sensibilidade 

central à leptina encontra-se reduzida. 

As concentrações plasmáticas de leptina são mais elevadas em 

fêmeas, mesmo antes da puberdade. Após esta, o estrógeno e a testosterona 

modulam a síntese e secreção de leptina por meio de mecanismos transcricionais 

dependentes da ligação a receptores esteróides (Demerath et al., 1999; Shimizu et 

al., 1997; Machinal et al., 1999). 

Estudo utilizando camundongas C57BL/6 castradas e com reposição 

estrogênica subcutânea, obteve resultado semelhante ao nosso com ratas Wistar, 

uma vez que os autores observaram que 12 horas após injeção central de leptina os 

animais tratados com estradiol apresentaram redução tanto na ingestão alimentar 

quanto no ganho de peso corporal, e essas alterações permaneceram até o final do 

experimento, 36 horas após a injeção central. Além disso, os autores verificaram que 

a reposição estrogênica é capaz de reverter a insensibilidade central à leptina 

gerada pela obesidade induzida por dieta hipercalórica (Matyskova et al., 2010). 
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O CRF, além de atuar como principal secretagogo do ACTH, estando, 

portanto, associado ao controle da atividade do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, 

tem participação bem estabelecida no controle da homeostase energética. Na 

década de 90, Krahn e cols demonstraram que a infusão icv de CRF é capaz de 

reduzir a ingestão alimentar em ratos. O receptor tipo 2 do CRF tem sido apontado 

como principal mediador dos efeitos do CRF na supressão da ingestão alimentar 

(Contarino et al., 2000; Tabarin et al., 2007), e encontra-se expresso em áreas 

cerebrais como o septo lateral, VMH, amígdala e NTS (Hauger et al., 2003). 

A redução na ingestão alimentar e no ganho de peso foi demonstrada 

após a infusão central de CRF em ratos machos intactos. Além disso, com a 

administração concomitante de ASG30 é possível reverter esses efeitos (Cullen et 

al., 2001). Sugere-se que o CRF induza um balanço energético negativo pela 

ativação do SNS e da redução na ingestão alimentar (Cullen et al., 2001). Também 

foi demonstrado que o CRF causa a inibição do esvaziamento gástrico (Martinez et 

al., 1998).  

A castração causa redução na expressão de RNAm de CRF no PVN, 

que é revertida com a reposição estrogênica (Pelletier et al., 2007). Em nosso 

modelo, verificamos que a administração prévia de um antagonista seletivo dos 

receptores tipo 2 do CRF é capaz de reverter a hipofagia induzida pela 

administração central de leptina somente em ratas castradas com reposição 

estrogênica, indicando que o CRF é importante na modulação dessa via. Por meio 

da técnica de imunoistoquímica, observou-se que a leptina ativa neurônios 

hipotalâmicos no PVN, VMH, DMH e ARQ, e que a administração prévia de α-CRF 

(antagonista não seletivo do CRF) atenua a ativação neuronal no PVN e VMH. 

Assim, sugere-se que neurônios em ambos os núcleos recebem o estímulo da 
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leptina não apenas diretamente, mas também indiretamente via neurônios CRF 

(Masaki et al., 2003). O ARQ recebe projeções aferentes neuronais de outras áreas 

periventriculares, como PVN e MPOA, e da LHA, além de áreas extrahipotalâmicas, 

como amígdala e NTS. Além disso, o ARQ possui projeções eferentes para a LHA, 

PVN, MPOA, DMH (Berthoud, 2002). 

Uehara e cols, 1998, demonstraram que a administração central 

concomitante de α-CRH e leptina é capaz de atenuar o efeito anorexígeno da 

leptina. Os autores sugerem que o CRH seja um mediador a curto prazo dos efeitos 

da leptina na ingestão alimentar. Garder e cols, 1998, sugerem que o CRF atua em 

conjunto com outros mediadores, uma vez que os efeitos da leptina na ingestão 

alimentar e no peso corporal são atenuados, mas não abolidos pelo antagonista não 

seletivo D-Phe CRF.  

Não foi observada alteração significativa no peso do BAT após 

tratamento com estradiol em nosso estudo, contudo, Kemnitz e colaboradores, em 

1983, observaram que ratas castradas tratadas com estradiol apresentavam 

aumento no peso do tecido adiposo marrom, o qual foi atribuído a um aumento no 

conteúdo lipídico desse tecido. Ainda, Bartness & Wade, 1984, demonstraram que o 

tratamento com estrógeno é capaz de aumentar a massa de tecido adiposo marrom, 

o qual apresenta maior conteúdo protéico, quando comparado aos animais não 

tratados. Além disso, esses animais apresentam aumento na termogênese, 

demonstrado pelo aumento no consumo de oxigênio em repouso. Entretanto, 

Remesar e cols, 2002, utilizando ratos Zucker tratados com solução contendo 

estradiol via oral durante 10 dias, não observaram alteração no peso do BAT ao final 

do tratamento, não havendo também alteração no conteúdo protéico desse tecido.  
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O BAT exerce importante participação na regulação do gasto 

energético em roedores, através do desacoplamento da cadeia de transporte de 

elétrons nas mitocôndrias, responsável pela produção de ATP. Assim, a energia é 

dissipada na forma de calor. A proteína desacopladora 1 (UCP-1), presente 

exclusivamente no BAT, tem função fundamental neste processo, uma vez que atua 

como uma passagem alternativa para os prótons gerados durante a oxidação de 

substratos (Argyropoulos & Harper, 2002; Erlanson-Albertsson, 2003).  

Observamos que a reposição estrogênica causa aumento na 

expressão protéica de UCP-1 no BAT, o qual é potencializado pelo tratamento 

central com leptina. Pedersen e cols, em 2001, verificaram que a expressão do 

RNAm de UCP-1 em ratas castradas sem reposição estrogênica é significativamente 

menor do que em animais tratados. Além disso, a exposição de ratas intactas ao frio 

em diferentes fases do ciclo estral revelou que a expressão de RNAm de UCP-1 no 

BAT foi maior quando essas fêmeas estavam em proestro, e esse resultado se 

correlacionava com as concentrações plasmáticas de estradiol (Uchida et al., 2009). 

Foi demonstrado que fêmeas apresentam maior conteúdo de UCP-1 e que sua 

expressão é reduzida concomitantemente ao declínio da função reprodutiva e 

consequente redução nos níveis estrogênicos (Valle et al., 2008), o que está de 

acordo com nosso resultado de maior expressão de UCP-1 nas ratas tratadas com 

estradiol.  Também, Masaki e cols, 2003, verificaram que a administração central de 

leptina causa aumento na expressão de RNAm de UCP-1 no BAT e redução na 

deposição de lipídeos nesse tecido em camundongos.  

Quando realizamos a administração prévia de ASG ocorreu a inibição 

do aumento na expressão de UCP-1 promovido pela leptina nas ratas OVX+E. 

Sabe-se que o CRF participa na regulação do metabolismo energético. Além disso, 
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foi demonstrado que a administração central de CRF causa aumento na atividade do 

sistema nervoso simpático no tecido adiposo marrom interescapular (IBAT) (Egawa 

et al., 1990). Correia e cols, 2001, utilizando ratos Sprague Dawley, verificaram que 

a ativação do SNA no IBAT causada pela administração central de leptina é 

parcialmente suprimida pela administração prévia de α-CRF. Ainda, realizando-se a 

administração central de leptina, observou-se que ocorre um aumento na expressão 

do RNAm para UCP-1 no BAT de camundongos, o qual é parcialmente revertido 

com a infusão prévia de α-CRF (Masaki et al., 2003). 

Observamos que o tratamento central com leptina levou ao aumento na 

ativação neuronal no ARQ de fêmeas castradas com e sem reposição estrogênica. 

Contudo, uma vez que o número de neurônios com dupla marcação Fos e CART no 

ARQ desses animais é semelhante, o cipionato de estradiol pode estar induzindo a 

ativação de outros neurônios anorexígenos desta região. Ao realizarmos o pré-

tratamento com antagonista de CRF-R2 houve o bloqueio na ativação neuronal 

somente nas ratas que estavam recebendo a reposição hormonal. O transcrito 

regulado por cocaína e anfetamina foi primariamente descrito como um peptídeo 

com aumento em sua transcrição em resposta à administração de cocaína ou 

anfetamina (Douglass et al., 1995). Posteriormente, foi descoberto que a injeção icv 

de CART inibe a ingestão alimentar (Kristensen et al., 1998; Lambert et al., 1998; 

Larsen et al., 2000). Em estudo de Elias e cols, 2001, foi mapeada a distribuição de 

neurônios CART em hipotálamo de rato, encontrados no PVN, SON, LHA, ARQ, 

DMH e PMV. Os neurônios CART presentes no ARQ aparentemente são regulados 

pela leptina, uma vez que eles expressam o RNAm para o receptor de leptina OBRb 

e são ativados após infusão endovenosa de leptina (Elias et al., 2001; Vrang, 2006). 

Kristensen e cols, 1998, demonstraram que a expressão do RNAm para CART  no 
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ARQ é dependente da sinalização de leptina, uma vez que camundongos ob/ob (que 

apresentam deficiência de leptina funcional circulante) e ratos fa/fa (que apresentam 

defeito no receptor para leptina) apresentam redução na expressão de CART. Esses 

dados foram corroborados em diversos estudos posteriores (Ahima & Hileman, 2000; 

Choi et al., 2004; Ambati et al., 2007). Foi demonstrado que após a ovariectomia há 

uma redução na expressão do RNAm para CART em hipotálamo de camundongas 

(Isken et al., 2008), sugerindo que os hormônios ovarianos modulam a expressão 

gênica de CART no hipotálamo.  

Neurônios CART do ARQ ativados por leptina projetam-se a níveis 

superiores da coluna espinal. A injeção de traçadores retrógrados na coluna espinal 

demonstrou que as aferências de neurônios CART se originam no núcleo 

retroquiasmático e na região lateral do ARQ (Elias et al., 1998). Sabe-se que essa 

região da coluna espinal possui neurônios pré-ganglionares simpáticos que inervam 

o BAT interescapular em roedores (Lowel & Flier, 1997). Assim, a deficiência de 

leptina, em camundongos ob/ob leva à hiperfagia e à redução na temperatura 

corporal e no gasto energético (Pelleymounter et al., 1995). Dessa forma, em nosso 

modelo a maior expressão de UCP-1 no BAT pode ocorrer devido a uma ativação 

direta do SNS pela leptina ou por uma ativação indireta desse sistema devido à 

ativação de neurônios CART no ARQ em resposta à leptina administrada 

centralmente.  

Uma vez que nas fêmeas que receberam o antagonista de CRF-R2 

houve inibição da hipofagia, da perda de peso, do aumento da expressão de UCP-1 

e da ativação de neurônios do ARQ em resposta ao estímulo pela leptina, 

demonstramos que o CRF possui importante participação na regulação da 

homeostase energética em fêmeas, possivelmente agindo como um mediador dos 
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efeitos da leptina. Chen e cols, 2009, injetaram traçador retrógrado no ARQ de ratos 

e, por meio da combinação das técnicas de imunoistoquímica e hibridização in situ, 

demonstraram que os neurônios que expressam CRF-R2 no VMH enviam projeções 

diretas para o ARQ. Diversos estudos sugerem a participação do VMH no controle 

da termogênese do BAT, uma vez que a estimulação química ou elétrica deste 

núcleo causa alterações morfológicas e bioquímicas do IBAT, bem como alterações 

na taxa de disparos dos nervos que inervam essa região (Hogan et al., 1982; Holt et 

al., 1987; Amir, 1990). Ainda, utilizando a injeção de traçadores, Bamshad e cols, 

1999, verificaram que o BAT recebe aferências da MPOA, PVN, VMH, LHA e RCA. 

Assim, acreditamos que o bloqueio de neurônios que expressam CRF-R2 pela ASG 

no VMH atenua a ativação neuronal do ARQ e o aumento da expressão de UCP-1 

induzidos pela leptina. 
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6. SUMÁRIO E CONCLUSÕES 
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Os dados obtidos em nosso trabalho demonstram que a reposição com 

cipionato de estradiol em ratas ovariectomizadas induz: 

§ Diminuição da ingestão alimentar e do ganho de peso corporal; 

§ Aumento das concentrações plasmáticas de corticosterona e leptina no estado 

pré-alimentar, bem como das concentrações plasmáticas de corticosterona em 

resposta à alimentação; 

§ Aumento da resposta hipofágica e de perda de peso corporal ao estímulo 

central com leptina, a qual é bloqueada com a administração prévia de um 

antagonista de CRF-R2; 

§ Aumento da expressão protéica de UCP-1 no tecido adiposo marrom, a qual é 

potencializada ao estímulo central com leptina, que por sua vez é bloqueada 

com a administração prévia de um antagonista de CRF-R2; 

§ Aumento da imunorreatividade de Fos no ARQ induzida pelo estímulo central 

com leptina, a qual é bloqueada com a administração prévia de um antagonista 

de CRF-R2; 

§ Manutenção da imunorreatividade Fos/CART no ARQ induzida pelo estímulo 

central com leptina, a qual é bloqueada com a administração prévia de um 

antagonista de CRF-R2. 

 

Dessa forma, sugerimos que o estradiol possui importante participação 

na regulação da homeostase energética, modulando a ingestão alimentar, o ganho 

de peso corporal e o gasto energético por meio da ativação da termogênese pelo 

tecido adiposo marrom. Ainda, que o estradiol aumenta a responsividade à ação 

hipofágica central da leptina, a qual é mediada, pelo menos em parte, pelo CRF, por 

meio de seus receptores tipo 2.  
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