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RESUMO 

A obesidade ocorre devido a um desequilíbrio entre a ingestão alimentar e o gasto calórico e 

afeta milhões de pessoas ao redor do mundo, estando ligada a um risco aumentado para o 

desenvolvimento de doenças cardíacas, diabetes mellitus e síndrome metabólica. Mulheres 

no final da vida reprodutiva (menopausa) apresentam maior risco de desenvolver obesidade, 

quando comparadas aos homens. Diversos estudos têm demonstrado que este evento ocorre 

devido à diminuição na menopausa, da produção do hormônio ovariano 17β estradiol (E2) 

que desempenha importante função na homeostase energética. O hipotálamo, considerado o 

principal regulador para promover a homeostase do organismo no sistema nervoso central 

(SNC), recebe sinais hormonais como o E2 e de nutrientes do sistema periférico que atuam 

em populações de neurônios do núcleo arqueado (ARC), que expressam pró-

opiomelanocortina (POMC) e transcrito regulado pela cocaína e anfetamina (CART), 

neuropeptídeos que promovem efeitos anorexígenos (reduzem a ingestão alimentar e 

induzem à saciedade), e outra população de neurônios que expressam neuropeptídeo Y 

(NPY) e proteína Agouti (AgRP), neuropeptídeos orexígenos (estimulam o apetite). A 

estimulação dos neurônios POMC por sua vez, induz disparos aos neurônios dos núcleos de 

segunda ordem, como os neurônios que expressam o fator esteroidogênico 1 (SF1) do núcleo 

hipotalâmico ventromedial (VMH), que por sua vez, regulam a ingestão alimentar e o gasto 

energético, atenuando a DIO. Entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos intracelulares 

pelos quais os neurônios do VMH medeiam estes efeitos. Dessa forma, o presente trabalho 

teve como objetivo investigar a importância da sinalização mediada por fosfatidilinositol 

quinase 3 (PI3K) em neurônios SF1 do VMH na homeostase energética, assim como, a 

participação desta via nos efeitos do E2 na regulação do peso corporal. A metodologia Cre-

lox foi utilizada para a geração de camundongos com deleção específica da subunidade 

catalítica P110α em neurônios SF1, o que nos permitiu gerar camundongos SF1-

cre;P110αflox/flox (experimentais), e P110αflox/flox (controles). Foram avaliados peso corporal, 

ingestão alimentar, calorimetria indireta, termogênese, metabolismo glicêmico, 

concentrações séricas de insulina e leptina em animais experimentais e controles de ambos 

os sexos, tratados com dieta regular (RD) ou hiperlipídica (HFD). Fêmeas foram submetidas 



 

 

 

a ovariectomia (OVX) e implante subcutânea de pellet de E2 para a avaliação do peso 

corporal, ingestão alimentar, gasto energético e termogênese. Demonstramos que a deleção 

condicional de P110α em neurônios SF1 do VMH (SF1-cre;P110αflox/flox) reduziu o consumo 

de O2 e gasto energético em camundongos machos sob dieta RD. Contudo, a redução da 

atividade da PI3K no VMH não afetou o peso corporal, ingestão alimentar, tolerância à 

glicose e a insulina. Em camundongos fêmeas SF1-cre;P110αflox/flox, observou-se um 

aumento da ingestão alimentar acumulada, porém não houve alteração no peso corporal, 

calorimetria indireta e tolerância à glicose e a insulina. Quando desafiados com HFD, a 

ruptura da PI3K em neurônios SF1, causou um aumento significante do peso corporal que 

foi mais relevante em fêmeas sem alterar a ingestão alimentar. Em ambos os sexos observou-

se redução na tolerância à insulina, no gasto energético e na termogênese. A deleção 

condicional da subunidade P110α no VMH, reduziu parcialmente os efeitos do 17β-estradiol 

em fêmeas OVX no controle do peso corporal, na estimulação do gasto energético, atividade 

simpática e termogênese do TAM. Coletivamente, nossos resultados indicam que a atividade 

da PI3K nos neurônios SF1 do VMH desempenha um papel relevante na proteção da 

obesidade induzida por dieta (DIO) e participa nas ações do E2 na regulação da homeostase 

energética em camundongos fêmeas. 
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ABSTRACT 

Obesity occurs due to an imbalance between food intake and caloric expenditure and affects 

millions of people around the world, being linked to an increased risk for the development 

of heart disease, diabetes mellitus and metabolic syndrome. Women at the end of their 

reproductive life (menopause) are at greater risk of developing obesity when compared to 

men. Several studies have shown that this event occurs due to a decrease in the production 

of the ovarian hormone 17β estradiol (E2) during menopause, which plays an important role 

in the control of energy homeostasis. The hypothalamus,  the main regulator to promote 

energy homeostasis , receives hormonal signals, such as E2 and nutrients, from the peripheral 

system that act on neurons in the arcuate nucleus (ARC), which express pro- 

opiomelanocortin (POMC) and cocaine and amphetamine-regulated transcript (CART), 

neuropeptides that promote anorexigenic effects (reduce food intake and induce satiety), and 

another population of neurons that express neuropeptide Y (NPY) and Agouti protein 

(AgRP), orexigenic neuropeptides (stimulate appetite). Stimulation of POMC neurons, in 

turn, induces firing of neurons in second-order nuclei, such as neurons expressing 

steroidogenic factor 1 (SF1) in the ventromedial hypothalamic nucleus (VMH), which in turn 

regulate food intake and energy expenditure attenuating the diet induced obesity (DIO). 

However, little is known about the intracellular mechanisms by which VMH neurons mediate 

these effects. Thus, this study aimed to investigate the role of phosphatidylinositol kinase 3 

(PI3K) signaling in SF1 neurons of the VMH in the control of energy homeostasis, as well 

as the participation of this pathway in the effects of E2 on body weight regulation. The Cre-

lox methodology was used to generate mice with specific deletion of the P110α catalytic 

subunit in SF1 neurons, which allowed us to generate SF1-cre; P110αflox/flox 

(experimental) and P110αflox/flox (control) mice. Body weight, food intake, indirect 

calorimetry, thermogenesis, glycemic metabolism, serum insulin and leptin concentrations 

were evaluated in experimental animals and controls of both sexes, treated with a regular 

(RD) or high-fat (HFD) diet. Females underwent ovariectomy (OVX) and subcutaneous 

implantation of E2 pellets for the assessment of body weight, food intake, energy expenditure 

and thermogenesis. We demonstrated that the conditional deletion of P110α in VMH SF1 



 

 

 

neurons (SF1-cre;P110αflox/flox) reduced O2 consumption and energy expenditure in male 

mice under a regular diet. However, the reduction of PI3K activity in the VMH did not affect 

body weight, food intake, glucose and insulin tolerance. In female SF1-cre;P110αflox/flox mice, 

an increase in cumulative food intake was observed, but there was no change in body weight, 

indirect calorimetry, and glucose and insulin tolerance. When challenged with HFD, 

disruption of PI3K in SF1 neurons caused a significant increase in body weight that was more 

relevant in females without changing food intake. In both sexes, a reduction in insulin 

tolerance, energy expenditure and thermogenesis were observed. The conditional knockout 

of the P110α subunit in the VMH partially reduced the effects of 17β-estradiol in OVX 

females on body weight control, stimulation of energy expenditure and sympathetic activity 

and BAT thermogenesis. Collectively, our results indicate that PI3K activity in VMH SF1 

neurons plays a relevant role to protect against diet-induced obesity (DIO) and participates 

in the actions of E2 in regulating energy homeostasis in female mice. 

Keywords: Energy homeostasis; PI3K; VMH; SF1 neurons; DIO; 17β estradiol. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. Hipotálamo e homeostase energética  

 

A obesidade é caracterizada como um balanço energético positivo de longo prazo, em que há 

o aumento da ingestão alimentar e diminuição do gasto energético, tornando-se um fator de risco 

para o desenvolvimento de comorbidades, tais como doenças cardiovasculares (KIM et al., 

2015), diabetes mellitus tipo 2, alguns tipos de câncer (CALLE et al., 2003) e distúrbios 

musculoesqueléticos (WERING et al., 2006). Fatores ambientais, genéticos e hábitos de vida 

contribuem para a patogênese da obesidade, e a redução do peso corporal em indivíduos obesos 

requer adaptações homeostáticas que ocorrem por meio de restrição calórica voluntária e a 

prática de exercício físico, que exigem grandes esforços, dificultando a perda de peso, 

aumentando a prevalência da obesidade.  

A homeostase energética ocorre por meio de ajustes fisiológicos que requerem a integração 

de vários sinais periféricos e centrais. Neste processo, o sistema nervoso central (SNC) 

desempenha um importante papel crucial na regulação do peso corporal (NARAYANASWAMI 

E DWOSKIN, 2017). No SNC, o hipotálamo é o grande regulador da homeostase, e o núcleo 

arqueado (ARC) presente nesta estrutura é essencial para o controle da ingestão alimentar e do 

gasto energético (MYERS E OLSONI, 2012). Este núcleo está localizado próximo à eminência 

mediana, um órgão circumventricular (CVO) rico em capilares fenestrados e desprovido de 

barreira hematoencefálica (BHE), que permite uma interação entre os componentes presentes 

no sangue com as estruturas centrais, facilitando o transporte de hormônios e sinais nutricionais 

para o ARC (RODRIGUEZ et al., 2010).   

No ARC existem dois grandes grupos de neurônios que quando ativados possuem efeitos 

opostos para coordenar a homeostase energética; um grupo de neurônios  que expressam AgRP 

(proteína relacionada a agouti) e NPY (neuropeptídeo Y), neuropeptídeos com efeitos  

orexígenos (estimulam o apetite), e um outro grupo de neurônios que  expressam POMC (pró-

opiomelanocortina) e CART (transcrito regulado pela cocaína e anfetamina), neuropeptídeos 

com efeitos  anorexígenos (que diminuem o apetite e estimulam a saciedade), (BROBERGER 

et al., 1998; ELIAS et al., 1998, 1999; GROPP et al., 2005; BALTHASAR et al., 2005). Sinais 

endócrinos periféricos exercem seus efeitos através deste sistema, em curto e longo prazo. A 

insulina, por exemplo, exerce seu papel central como um sinal de adiposidade de longo prazo e 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wearing%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16866972
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wearing%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16866972
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tem efeito anorexígeno por meio da estimulação dos neurônios POMC/CART, bem como, a 

inibição dos neurônios AgRP (BELL et al., 2005). Por outro lado, o peptídeo orexígeno grelina, 

secretado principalmente pelo estômago, tem seus níveis séricos aumentados durante o jejum e 

estimula o apetite, havendo diminuição de sua concentração após a ingestão alimentar 

(HAGEMANN et al., 2003). Outro modulador periférico é o peptídeo YY3-36 (PYY3-36), 

secretado pelo trato gastrointestinal distal que se liga aos receptores Y2 pré-sinápticos nos 

neurônios NPY, inibindo sua ação (SCOTT et al., 2005). A saciedade também é mediada pela 

resposta a outros fatores, como a distensão do intestino delgado que resulta na liberação do 

peptídeo colecistoquinina (CCK) (BELL et al., 2005). Além disso, dentre estes hormônios 

regulatórios da ingestão alimentar, a leptina é um dos principais moduladores da atividade dos 

neurônios orexígenos e anorexígenos em longo prazo (ELIAS et al., 1998, 1999).  

Produzida pelo tecido adiposo branco (TAB) a proteína leptina desempenha papel essencial 

para a regulação do apetite e gasto energético. Sua secreção sinaliza ao SNC (centros 

regulatórios do hipotálamo) os níveis de estoque energético e estado nutricional do indivíduo 

(ZHANG et al., 1994; SCHWARTZ et al., 2000) e sua concentração plasmática aumenta após 

a refeição e reduz durante o período de jejum, induzindo respostas regulatórias como o aumento 

ou diminuição da termogênese dos adipócitos beges do TAB e tecido adiposo marrom (TAM), 

bem como a saciedade (AHIMA et al., 1996; AHIMA, 2006). Para induzir sua resposta, a leptina 

se liga ao seu receptor LepR que possui diferentes isoformas, sendo o receptor de isoforma 

longa, denominado LepRb o único que possui domínio intracelular de transmissão de sinal para 

dentro da célula e está presente em distintos tecidos e órgãos (TARTAGLIA et al., 1995; 

BJØRBAEK et al., 1997; WADA et al., 2014). No hipotálamo, este receptor é amplamente 

expresso em diversos núcleos tais como, o ARC, núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN), 

hipotálamo ventromedial (VMH), hipotálamo dorsomedial e no hipotálamo lateral (DMH e 

AHL) que desempenham importante função para a regulação do balanço energético 

(ELMQUIST et al., 1998; BASKIN et al., 1999; STERNSON et al.,2005; STERSON et al, 2005; 

TUNG et al., 2008; PATTERSON et al., 2011). 

Os neurônios POMC quando ativados por estímulos hormonais anorexígenos, projetam 

disparos com liberação do hormônio melanócito estimulante (αMSH) que ativa seus receptores 

(MCR 3/ MCR4) presentes principalmente no PVN que por sua vez, conduzem a ativação 

simpática (STE MARIE et al., 2000; VOSS-ANDREAE et al, 2007; ROH et al., 2016). 

Entretanto, também ocorrem projeções dos neurônios POMC para outras regiões do hipotálamo 

tais como o DMH, LH e VMH (KLEINRIDDERS et al., 2009; WATERSON E HORVATH, 

2015). Esses neurônios de segunda ordem processam a informação recebida e direcionam-se 
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para neurocircuitos extra hipotalâmicos distintos, conduzindo a uma resposta integrada para 

promover a homeostase energética. O VMH, por exemplo, desempenha importante função no 

controle do peso corporal ao induzir o aumento do gasto energético, por meio da indução da 

termogênese do tecido adiposo (MICHAELIDES, 2016). Estudos demonstram que a injeção 

direta da leptina no VMH, aumenta a captação de glicose pelo músculo esquelético, coração e 

TAM, e que este aumento da captação de glicose é bloqueada pela denervação simpática, 

sugerindo que a sinalização de  peptídeos orexígenos como a leptina, desempenha importante 

função na mediação do tônus simpático para o tecido periférico, por meio da modulação da 

atividade dos neurônios do VMH (HETHERINGTON E RANSON,1940; KAKOHARA et 

al.,1997; HAQUE et al.,1999; TODA  et al., 2009; KIM et al.,2011). 

1.2 Ação do VMH na homeostase energética  

 

O núcleo VMH é constituído por grupos de neurônio presentes no hipotálamo médio basal 

(HMB), localizado adjacente ao terceiro ventrículo (3V) e acima do ARC, eminência mediana 

(EM) e glândula pituitária (HEIMER E NAUTA, 1969). Um número de genes tem sido 

identificado nesta estrutura hipotalâmica, demonstrando possuírem importância para sua 

formação, bem como para as conexões neuronais. O fator esteroidogênico do receptor nuclear 

1 (SF1), expresso em populações de neurônios do VMH, por exemplo, é um regulador 

essencial de muitos genes envolvidos na esteroidogênese e reprodução, e são expressos no 

VMH, na qual são importantes para o desenvolvimento e função deste núcleo (IKEDA et., 

1995; SHINODA et al., 1995; PARKER et al., 2002; ZHAO et al., 2008). Estudos 

demonstraram, também, que os neurônios SF1 do VMH são de extrema importância para o 

controle energético e que lesões nesta área ou a deleção de SF1, promovem diminuição do 

gasto calórico resultando em obesidade (KING, 2006; MAJDIC et al., 2002). Os receptores de 

leptina são fortemente expressos neste núcleo do hipotálamo (ELMQUIST et al., 1998), e o 

VMH é sensível a mudanças na sinalização hormonal e estado metabólico (RUUD et al., 2016). 

O hormônio anorexígeno leptina, por exemplo, aumenta o disparo dos neurônios do VMH e a 

deleção do receptor Leprb em neurônios positivos para SF1 resulta em hiperfagia, redução do 

gasto energético e consequente aumento do peso corporal em camundongos geneticamente 

modificados (DHILLON et al., 2006; BINGHAM et al, 2008).  
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Figura 1. Esquema anatômico e subpopulações neuronais do VMH. (A) Localização 

hipotalâmica no SNC em corte sagital. (B) Localização do VMH em corte coronal. (C) 

(Acima) Secção coronal do hipotálamo com marcação para Nissl e (abaixo) ampliação da área 

demonstrada em (B). (D) Esquema representativo dos padrões de genes expressos no VMH. 

ARC, núcleo arqueado do hipotálamo. DMH, núcleo dorsomedial do hipotálamo. LHA, área 

hipotalâmica lateral. VMH, núcleo ventromedial do hipotálamo. BDNF, fator neurotrófico 

derivado do cérebro. ERα, receptor alfa de estradiol. IR, receptor de insulina. LepR, receptor 

de leptina. SF1, fator esteroidogênico 1 (CHOI et al., 2013).  

 

O avanço na compreensão do papel dos neurônios SF1 do VMH na homeostase energética 

ocorreu após a geração de duas linhagens independentes de camundongos com expressão da 

enzima Cre recombinase sob o controle do promotor do gene Sf1, os camundongos SF1-cre 

(DHILLON et al., 2006; BINGHAM et al., 2008). Esses animais foram utilizados em 

diferentes estudos para geração de animais com deleção condicional de diferentes genes 

implicados na homeostase energética, utilizando a metodologia cre-lox. 

Por meio dessa tecnologia, diferentes modelos com animais geneticamente modificados 

demonstraram que o VMH é importante para atenuar a obesidade induzida por dieta (DIO). A 

deleção de LepR em neurônios SF1 do VMH, por exemplo, causa aumento do peso corporal 
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em camundongos apenas quando submetidos à HFD (DHILLON et al., 2006; BINGHAM et 

al., 2008). Essa mesma resposta foi constatada com a deleção de moléculas como o receptor 

alfa de estradiol (ERα) e sirtuína 1 (SIRT1) especificamente em neurônios SF1 (RAMADORI 

et al., 2011; XU et al., 2011). Todos esses achados enfatizam o papel dos neurônios SF1 do 

VMH em mediar efeitos de proteção no ganho do peso corporal em situações de aumento do 

consumo calórico.  

Outra ação dos neurônios do VMH na regulação da homeostase energética é induzir a 

termogênese facultativa independente de tremor no TAM, considerado um importante efetor 

termogênico em mamíferos (CANNON E NEDERGAARD, 2004). O TAM localiza-se nas 

regiões interescapular, subescapular, axilar, peri-renais e peri-aórtica em roedores (LABBÉ et 

al., 2015a-b). E em humanos encontra-se nas regiões subescapular, cervical, peri-espinhal, 

mediastinal, peri-aórtica, pericárdica e peri-adrenal e possui a capacidade de metabolizar cerca 

de 50% do triacilglicerol e 75% da glicose ingerida (CANNON E NEDERGAARD, 2004; 

LIDELL et al., 2014). Além disso, Labbé et al (2015a), demonstraram que o conteúdo de 

triacilglicerol presentes nas pequenas gotículas do TAM contribuem com cerca de 84% para a 

termogênese durante um desafio agudo como a exposição ao frio (LABBÉ et al., 2015b). 

 O processo de termogênese é dependente da ativação simpática (BARTNESS et al., 2010a; 

BARTNESS E RUY, 2015b) e os adipócitos marrons são ricamente inervados e expressam 

grande quantidade de receptores β adrenérgicos acoplados à proteína Gs (βAR) (CANNON E 

NEDERGAARD, 2004; BARTNESS et al., 2010a; RICHARD E PICARD, 2011). A liberação 

da norepinefrina (NE) pelas fibras simpáticas pós-ganglionares eferentes e a ligação do 

transmissor aos receptores β3, conduz a ativação da adenilil ciclase, que catalisa o trifosfato 

de adenosina (ATP), levando a produção do segundo mensageiro adenosina 3', 5'-monofosfato 

cíclico (AMPc), que ativa a proteína quinase A (PKA). A ativação desta proteína, por sua vez, 

fosforila as enzimas citosólicas como a lipase de triacilglicerol do adipócito (ATGL), lipase 

hormônio sensível (HSL) e lipase de monoglicerídeo, que induzem a formação de ácidos 

graxos livres por meio da hidrólise do triacilglicerol (BACHMAN et al., 2002; JIMENEZ et 

al., 2002; LOWELL E BACMAN, 2003). A ativação da PKA também ocasiona a fosforilação 

de proteínas nucleares, como o fator de transcrição CREB (proteína de ligação responsiva ao 

AMPc), o qual aciona a transcrição de genes como o da proteína desacopladora 1 (UCP-1) 

(COLLINS et al., 2010).  
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Figura 2. Esquema representativo da cascata de sinalização intracelular mediada por 

receptores βAR, controlando a lipólise em adipócitos. Os βARs ativam a adenilil ciclase 

através de seu acoplamento aos Gs heterotriméricos, produzindo cAMP (pontos verdes) a 

partir de ATP (pontos amarelos) para ativar a proteína quinase dependente de cAMP (PKA), 

permitindo que as subunidades catalíticas (PKA-C2) sejam liberadas da holoenzima ancorada 

à membrana plasmática (AKAP). A PKA fosforila (pontos azuis) lipases (HSL: lipase 

hormônio sensível) e proteínas de ligação de gotículas lipídicas, como perilipinas (Peri A; Peri 

B). A lipase triglicerídica adiposa (ATGL) é fosforilada, mas não pela PKA. Os ácidos graxos 

liberados dos triglicerídeos são escoltados para fora da célula por proteínas de ligação a 

lipídeos (aP2) e exportados por meio de proteínas transportadoras de ácidos graxos (FATP) 

(COLLINS, 2012). 
 

 Embora grande parte dos ácidos graxos formados possam ser degradados pelos 

peroxissomos, a maior parte é transportada para a mitocôndria onde contribuem para a 

termogênese e aumentam a atividade e expressão da UCP1, que desacopla o transporte de 

elétrons mitocondrial da síntese de ATP (CANNON E NEDERGAARD, 2004). Para mediar 

este efeito, a UCP1 atua como um carreador de ácidos graxos para o espaço intermembrana 

que posteriormente, retornam passivamente para a matriz mitocondrial, onde são oxidados e 

liberam prótons, como os íons H+, gerando e dissipando calor (SKULACHEV, 1991; 

SHULACHEV, 1998). Além disso, a administração de agonistas β adrenérgicos também induz 

o “escurecimento” do TAB, tornando-se mais semelhante ao TAM (OLFIELD et al., 2002; 

CONTRERAS et al., 2014; BARTNES E RUY et al., 2015; LÓPEZ et al., 2015).   

Além da ativação da via da PKA por meio dos receptores β3, que aumentam a ativação das 

lipases responsáveis pela mobilização e degradação do triacilglicerol, a ativação dos receptores 

β3 adrenérgico também ativa outras quinases nos adipócitos, tais como quinase regulada por 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Collins%20S%5BAuthor%5D
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sinais extracelulares (ERK), proteína quinase Ativada por Mitógeno P38 (MAPK P38 e 

monofosfato de Adenosina (AMP) (COLLINS et al., 2004; GAUTHIER et al., 2008; OMAR 

et al., 2008). A ativação da MAPK P38 por exemplo, que é independente da atividade de PKA, 

conduz a expressão de genes diretamente envolvidos com o processo de escurecimento dos 

adipócitos beges do TAB, como a UCP 1 e o Co-ativador-1 alfa do receptor ativado por 

proliferador do peroxissoma (PGC-1α), que é altamente expresso no TAB (BOSTROM et al., 

2012).  

A ativação de neurônios do VMH, induz o acionamento de disparos simpáticos para o TAM 

(XU et al., 2018), entretanto, os mecanismos intracelulares pelos quais essa ativação ocorre 

não são totalmente compreendidos. Por outro lado, sabe-se que sua ativação aumenta os 

disparos dos neurônios dos núcleos de rafe pálido (RPa) e oliva inferior (OI), que enviam 

projeções diretas aos neurônios da coluna intermédio lateral (IML) na medula espinhal e em 

seguida para o tecido adiposo, ocorrendo liberação de NE (XU et al., 2018).  

O VMH integra distintos sinais hormonais que podem modular a termogênese do TAM 

induzida por atividade simpática. Embora haja evidências que a leptina medeia a termogênese 

do TAM, as vias moleculares que induzem os disparos dos neurônios do VMH para mediar 

ativação simpática não são totalmente conhecidas. Porém, trabalhos têm evidenciado a 

participação do transdutor de sinal e ativador transcricional 3 (STAT3) e a ativação do 

fosfatidilinositol quinase 3 (PI3K) em neurônios SF1 na modulação simpática (BATES et al., 

2003; HILL et al., 2008). Dentre os hormônios que são capazes de modular a atividade dos 

neurônios SF1 do VMH, o hormônio 17β estradiol (E2) semelhante a leptina também atua de 

maneira significativa para manutenção da homeostase energética (DUBUC, 1985). 

1.3 Participação do E2 no controle do peso corporal  

  

O E2 desempenha importante função no adequado funcionamento do sistema reprodutivo, 

esquelético, SNC e cardiovascular. Similar à leptina, o hormônio gonadal, reduz a ingestão 

alimentar, adiposidade corporal e aumenta o gasto energético em animais de ambos os sexos, 

por meio da ativação do receptor ERα, presente em núcleos hipotalâmicos que promovem a 

homeostase energética (BUTERA et al.,1984; XU et al., 2010; MARAGON et al., 2014). Este 

hormônio também previne o acúmulo de adiposidade e exerce efeitos anti-inflamatórios nos 

adipócitos, que em situações de obesidade apresentam perfil pró-inflamatório (MAUVAIS-

JARVIS, 2013; LÓPEZ et al., 2015). 
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 Homens e mulheres diferem em relação à distribuição da adiposidade corporal, perfil 

secretório endócrino e de como o cérebro responde à sinalização hormonal que regula a 

ingestão e peso corporal (CLEGG et al., 2003a, b, c). O dimorfismo sexual na distribuição do 

tecido adiposo torna-se evidente após a puberdade, em que mulheres acumulam tecido adiposo 

na região subcutânea (HE et al, 2002; TAYLOR et al 2010). Por outro lado, em homens há 

uma distribuição de adiposidade visceral, que está relacionada aos riscos de desenvolvimento 

de doenças cardiovasculares (DEMERATH, et al., 2007). Entretanto, esse dimorfismo sexual, 

diminui com a redução da produção do E2 que ocorre com a menopausa (falência ovariana) e 

mulheres tendem a acumular mais adiposidade visceral tornando-se vulneráveis a 

comorbidades associadas à obesidade, como doenças cardiovasculares e síndrome metabólica 

(GOOFMAN-GRUEN et al., 1996; CAMHI et al., 2011) 

As respostas intracelulares mediadas pelo E2 são divididas em duas categorias, que 

consistem em genômicas, caracterizada pela ativação da transcrição gênica, que ocorre em um 

período de horas ou dias após a ligação do hormônio ao receptor localizado no núcleo; e não 

genômicas, que ocorrem dentro de segundos a minutos após o E2 se ligar ao seu receptor 

presente na membrana (REVANKAR et al., 2005). As ações genômicas ocorrem via ativação 

dos receptores ERα e ERβ, que quando desacoplados de suas chaperonas no núcleo, os dímeros 

do receptor reconhecem e se ligam ao elemento responsivo ao estrógeno (ERE) no promotor 

do gene alvo (HAMMES et al., 2007).  Todavia, sabe-se que os estrogênios são capazes de 

efetuar efeitos genômicos por meio de outros elementos responsivos como, AP-1 (proteína 

ativadora 1), o fator transcricional CREB e outros fatores de transcrição (EDWARDS, 2005). 

Já na via não genômica, a ligação do E2 aos seus receptores de membrana, ERα, receptor de 

estradiol do tipo β (ERβ), receptor de estrogênio de membrana acoplado a Gq (Gq-mER) e 

receptor acoplado à proteína G30 (GPR30), aciona sinalizações intracelulares rápidas, como a 

via envolvendo PLC que induz aumento rápido do influxo de Ca+ e a ativação de MAPKs 

(PIETRAS et al., 2001; MICEVYCH & KELLY, 2012).  

A importância do hormônio E2 para promover o aumento do gasto energético via sua 

ação no VMH, foi constatada por um estudo realizado por Xu et al 2011. Neste trabalho, os 

pesquisadores evidenciaram que a deleção dos receptores ERα em neurônios SF1, promove 

aumento do peso corporal, adiposidade visceral, redução do metabolismo basal, bem como 

diminuição da expressão dos marcadores de termogênese do TAM, como a proteína UCP1, 

em fêmeas. Demonstrando que o hormônio ovariano via seu receptor ERα, age nessa 

população de neurônios para aumentar o gasto energético (XU et al., 2011). Por outro lado, há 

poucos trabalhos que demonstrem os mecanismos intracelulares mediados pelo E2 no VMH, 
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para o controle do peso corporal. Neste contexto, cabe ressaltar que assim como a sinalização 

da PI3K tem sido demonstrada como um elemento chave para as ações anti-obesogênicas 

exercidas pela leptina no hipotálamo, esta via também pode estar envolvida nas ações do 

hormônio ovariano na homeostase energética.  

 1.4. Participação da PI3K nos efeitos do E2 em neurônios SF1 do VMH. 

 

A enzima PI3K de classe IA forma um heterodímero funcional composto por duas 

subunidades, uma catalítica e outra reguladora com peso molecular de 110 kDA (p110) e 85 

kDA (p85) respectivamente. A subunidade catalítica da PI3K possui quatro diferentes 

isoformas (P110 α, β, γ e δ, também conhecidas como PI3KCA, PI3KCB, PI3KCG e PI3KCD, 

respectivamente), que desempenham efeitos distintos (SÁNCHEZ-ALEGRÍA et al., 2018). A 

ativação da PI3K catalisa a conversão do fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (IP3), que estimula 

a fosfolipase C (PLC) e recruta a proteína quinase B, (Akt) que por sua vez, participa de várias 

respostas celulares, incluindo sobrevivência celular, proliferação, regulação da expressão 

gênica e metabolismo. Cabe ressaltar que a via da PI3K altera propriedades celulares de 

maneira rápida por meio da fosforilação de proteínas, podendo por exemplo, aumentar a 

despolarização da membrana dos neurônios (QIU et al., 2010a; QIU et al., 2014b).  

No ARC já foi evidenciado que a leptina despolariza neurônios POMC de maneira PI3K 

dependente (QIU et al., 2010).  A participação da via de sinalização da PI3K nas ações da 

leptina foi demonstrada inicialmente por NISWENDER et al, (2001), cujo estudo demonstrou 

que a administração sistêmica de leptina em ratos ativa a PI3K no hipotálamo e que a injeção 

intracerebroventricular (Icv) de inibidores dessa enzima previne a hipofagia induzida pelo 

hormônio. Ademais, a deleção do gene da fosfatase supressora tumoral e homologa a tensina 

(Pten), um regulador negativo da via IRS/PI3K, em neurônios que expressam os receptores 

LepR, resulta na redução da massa adiposa e aumento da atividade simpática para o TAM em 

camundongos (PLUM et al., 2007). Além disso, um importante trabalho realizado por Xu et 

al 2010, demonstrou que a deleção da isoforma catalítica P110α em neurônios SF-1 do VMH, 

promove obesidade em machos submetidos à dieta hipercalórica (HDF), bem como que há 

uma redução acentuada do gasto energético. Neste trabalho também foi evidenciado que a 

ausência da subunidade catalítica P110α em neurônios SF-1, bloqueia o efeito da leptina em 

reduzir o peso corporal e aumentar o gasto energético (XU et al., 2010).   

Assim como, a sinalização da PI3K tem sido demonstrada como um elemento chave para as 

ações anti-obesogênicas exercidas pela leptina no hipotálamo, esta via também pode estar 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4183666/#R38
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4183666/#R38
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envolvida nas ações do hormônio ovariano. Malyala et al 2008, por exemplo, demonstraram 

por meio de hibridização in situ, que o E2 aumenta a expressão do ácido ribonucleico 

Mensageiro (RNAm) da subunidade catalítica da PI3K no VMH, contudo ainda não foi 

demonstrado em qual população neuronal, bem como, sobre qual é a importância fisiológica 

desta via de ativação (MALYALA et al., 2008). Além disso, uma única dose de injeção 

subcutânea do E2 aumenta de maneira significativa a fosforilação da AKT no VMH, mas não 

no Arc (PARK, et al., 2011). Um estudo realizado por Saito também sugere que no VMH o 

E2 recruta a via da PI3K para regular o peso em camundongos fêmeas, por meio do aumento 

da atividade locomotora.   Entretanto, até o presente momento a importância do recrutamento 

desta via de sinalização intracelular pelo hormônio E2 em neurônios SF1 do VMH no controle 

da homeostase energética permanece pouco explorada.  

 De forma a preencher essas lacunas, o presente trabalho buscou estudar em camundongos 

machos e fêmeas, os efeitos da deleção condicional da subunidade catalítica da PI3K (P110α) 

especificamente em neurônios SF1 do VMH sobre a homeostase energética e assim, avaliar a 

possível participação desta via no VMH na proteção contra a DIO e nas a ações do E2 no 

controle do peso corporal. 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

 

 Avaliar a participação da via de sinalização da PI3K em neurônios SF1 do VMH na 

homeostase energética e nas ações do E2 no controle do gasto energético.  

2.2. Objetivos específicos 

✓ Avaliar o peso corporal, ingestão alimentar e homeostase glicêmica em camundongos 

com deleção da subunidade catalítica P110α em neurônios SF1 do VMH com dieta regular 

(RD) e hiperlipídica (HFD). 

✓ Avaliar o gasto energético em camundongos com deleção da P110α em neurônios SF1 

do VMH com dieta regular (RD) e hiperlipídica (HFD). 

✓ Avaliar a termogênese em camundongos com deleção da P110α em neurônios SF1 do 

VMH com dieta hiperlipídica (HFD). 

✓ Avaliar o efeito da reposição hormonal com 17β estradiol em fêmeas ovariectomizadas 

e com deleção da subunidade catalítica P110α em neurônios SF1 do VMH, sobre o peso 

corporal, ingestão alimentar e gasto energético. 

✓ Avaliar o efeito da reposição hormonal com 17β estradiol em camundongos fêmeas 

OVX e com deleção da subunidade catalítica P110α em neurônios SF-1 do VMH sobre a 

termogênese e atividade simpática do TAM. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Animais 

Foram utilizados camundongos geneticamente modificados SF1-cre (Jackson 

Laboratory), P110α flox/flox (cedidos pela Professora Dra. Carol Elias da Universidade de 

Michigan, EUA).  

Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Clínica Médica da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP-USP) em microisoladores (Alesco) 

(19x27x13 cm), com água e ração ad libitum. O ambiente, onde os animais foram alojados 

apresenta temperatura controlada de 25 ± 2ºC e regime de luz com ciclo claro-escuro de 12/12 

horas (Claro: 6:00h às 18:00h). 

Os procedimentos experimentais descritos abaixo foram aprovados pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais (CEUA 076/2019) da FMRP-USP, que se baseia nas normas do 

“Guide for the care and use of laboratory animals” publicado pelo US National Institute of 

Health (NIH, Publication Nº85-23, revisado em 1996) e na legislação brasileira para a 

experimentação animal. 

 

3.2. Procedimentos experimentais 

3.2.1. Geração de camundongos com deleção específica da subunidade catalítica P110α 

da PI3K em neurônios SF-1 do VMH. 

A fim de promover a deleção específica da subunidade catalítica P110α da PI3K em 

neurônios SF1, foi utilizada a metodologia Cre-lox. Essa técnica de deleção sítio-específica 

consiste no cruzamento entre camundongos que apresentam um éxon do gene alvo, neste caso 

o P110α, flanqueado por duas sequências LoxP (animais P110α flox/flox) com camundongos que 

expressam o gene que codifica a enzima Cre-recombinase, sob o controle de um promotor 

específico de interesse, neste caso o promotor do gene SF1 (animais SF1-cre). A recombinase 

reconhece a região do genoma flanqueada pelas duas sequências LoxP e a remove do genoma 

do animal (animais SF1-cre;P110αflox/flox) (GAVÉRIAUX-RUFF & KIEFFER, 2007; HARNO 

et al., 2013) (Figura 3).  
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Figura 3. Esquema ilustrativo da metodologia Cre-lox para geração de animais com 

deleção condicionada (extraída de HARNO et al., 2013). 
 

Para a geração de camundongos com deleção específica da subunidade P110α da PI3K 

em neurônios SF1, inicialmente, animais P110αflox/flox foram acasalados com camundongos 

SF1-cre(cre/+), para a obtenção de camundongos SF1-cre(cre/+); P110αflox/+ e P110αflox/+ 

(cruzamento 1). Posteriormente animais SF1-cre(cre/+); P110αflox/+ foram acasalados com 

animais P110αflox/flox, para a obtenção de animais SF1-cre(cre/+); P110αflox/flox e P110αflox/flox 

(cruzamento 2). Esses últimos foram acasalados entre si, gerando animais experimentais 

(SF1-cre(cre/+); P110αflox/flox) e animais controles (P110αflox/flox) na proporção de 50% para 

cada (Figura 4). 
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Figura 4. Esquema da geração de camundongos SF1-cre;P110αflox/flox. Figura elaborada 

em: https://biorender.com/. 

3.2.2. Validação da deleção de P110α em neurônios SF1 

 

 Para comprovar a deleção específica da subunidade catalítica P110α foram utilizados 

camundongos SF1-cre(cre/+); P110αflox/flox e P110αflox/flox (controle) com 16 semanas de idade, 

alimentados com dieta regular (RD) (Quimtia S/A, Nuvilab CR-1 – 3,85 kcal/g, sendo 10% de 

lipídios, 20% de proteína e 70% de carboidrato).  

 Os animais foram colocados em caixas individuais e submetidos a cirurgia estereotáxica 

para implantação de uma cânula no ventrículo lateral. Após sete dias de recuperação, os 

camundongos foram submetidos a 12h de jejum e posteriormente receberam insulina ICV na 

dose de 4,4 mU/2μl (SAHU et al., 2017). Trinta minutos após a injeção central de insulina, os 

animais foram anestesiados com solução contendo ketamina (100 mg/Kg de peso corporal) e 

xilazina (10 mg/kg de peso corporal). Após a ausência de reflexos raqui-medulares, foram 

submetidos à perfusão do encéfalo e os cérebros foram removidos, pós-fixados em PFA 4% 

por 1 hora a 4°C e crioprotegidos em sacarose 30% diluída em PB 0,1 M a 4ºC, por quatro 

dias. Após a crioproteção, foi realizada a obtenção das secções coronais de 30μm, em criostato 

(Modelo Leica CM1850) de toda a extensão rostro-caudal do VMH, seguindo as coordenadas 

do atlas de FRANKLIN & PAXINOS, (2008). Após a obtenção dos tecidos das áreas de 

interesse, os cortes foram armazenados em solução crioprotetora a -20°C onde permaneceram 

até o processamento de imuno-histoquímica para pAKT.  

3.2.3. Efeito da deleção da subunidade catalítica da PI3K (P110α) em neurônios SF1 no 

peso corporal, ingestão de alimentar, tolerância à glicose e à insulina (GTT e ITT, 

respectivamente) em camundongos fêmeas e machos. 

 

 Após 21 dias do nascimento, os camundongos foram desmamados. Fêmeas e machos SF1-

cre(cre/+);P110αflox/flox e seus controles (P110αflox/flox) foram colocados em caixas individuais 

com RD ou HFD (Research Diets, D12492 – 5,21 kcal/g, sendo 60% de lipídios, 20% de 

proteínas e 20% de carboidratos) e água ad libitum. O peso corporal e a média da ingestão 

alimentar foram avaliados uma vez por semana durante 18 a 20 semanas. Na 10ª semana foi 

realizado o GTT (teste de tolerância à glicose) e, na 11ª semana, o ITT (teste de tolerância à 

insulina) dos animais alimentados com RD e HFD utilizando um glicosímetro (Accu-chek 

https://biorender.com/
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Active). Para o GTT e ITT, os animais permaneceram previamente em jejum por 12 horas e 5 

horas, respectivamente. Entre a 18ª e a 20ª semana, os animais foram submetidos a um jejum 

de 5h e eutanasiados para coleta de sangue para dosagens hormonais (leptina, insulina, 

corticosterona, testosterona e norepinefrina) e mensurado o peso do tecido adiposo branco 

retroperitoneal (TABr), tecido adiposo branco inguinal (TABi) fígado e tecido TAM (Figura 

5).  

 

 

 

 Figura 5. Protocolo experimental 1. 
 

 

3.2.4. Efeito da deleção da subunidade catalítica da PI3K (P110α) em neurônios SF1 no 

gasto energético e termogênese do TAM em camundongos machos e fêmeas. 

 

 Machos e fêmeas SF1-cre(cre/+); P110αflox/flox e seus controles (P110αflox/flox) alimentados 

com RD foram submetidos a análise do gasto energético com 18 semanas de vida. O registro 

metabólico foi realizado usando um Sistema Compreensivo de Monitoramento de Animais de 

Laboratório (Oxymax-CLAMS, Columbus-OH-USA), que permite o monitoramento 

automatizado, não invasivo e simultâneo da atividade locomotora horizontal e vertical, 

consumo de oxigênio (VO2), produção de produção de dióxido de carbono (VCO2) e o gasto 

energético (EE). Todos os animais foram aclimatados à gaiola metabólica de monitoramento 
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por dois dias, seguido por 1 dia de registro dos parâmetros, sob o ciclo claro-escuro regular de 

12 horas e a temperatura ambiente para todos os estudos metabólicos foi mantida em 22 °C. 

  Para analisar o gasto energético de machos e fêmeas submetidos a um desafio metabólico, 

animais com 17 semanas de idade receberam HFD 60% durante uma semana e na 18ª semana 

foram colocados em gaiola metabólica. Posteriormente, esses mesmos animais foram 

utilizados para análise da temperatura da cauda e temperatura do TAM na fase escura. 

 A análise da temperatura retal foi realizada por meio da utilização de termômetro digital. A 

temperatura da cauda e do TAM foram adquiridas por meio de imagem infravermelha 

utilizando uma câmera termogênica (FLIR E6; FLIR Systems Inc, Wilsonville, OR, USA). As 

imagens foram analisadas usando o software FLIR Tools. Todas as imagens foram obtidas a 

uma distância de 1m entre o pesquisador e os animais. A região interescapular onde localiza-

se o TAM, foi definida como uma área esférica localizada a distância constante da base das 

orelhas e centrada nas escápulas. A temperatura da pele em torno do TAM e da cauda para 

cada animal foi considerada pela média do pixel de maior e menor temperatura da região 

analisada (MARTÍNEZ et al., 2014; VAN VENN et al., 2020).  

 Para identificar se a câmera termográfica poderia capturar a temperatura da cauda e da pele 

ao redor do TAM, realizamos um experimento piloto em que injetamos o hormônio 

triiodotironina (T3) durante três dias, na concentração de (0,02mg/ml) ou salina 

intraperitoneal, em ratos Wistar Hannover com peso médio entre 250-300g. Após três dias da 

injeção periférica do hormônio T3 ou salina, os animais foram colocados em caixas individuais 

e as imagens foram registradas. Por meio da análise qualitativa da figura abaixo é possível 

observar que os animais tratados com T3 apresentam um aumento da temperatura da pele ao 

redor do TAM e uma redução da temperatura da cauda quando comparado ao grupo controle.  

 

Figura 6. Padronização da captura da temperatura do TAM e da cauda por meio da 

utilização de câmera termográfica.   
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 Após a realização dos experimentos os animais foram decapitados para a coleta do TAM e 

posterior análise da expressão gênica dos marcadores de termogênese: UCP1; ativador da 

morte celular (CIDEA); receptor γ ativado por proliferador de peroxissoma (PPARγ); 

coativador gama 1-alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PGC1-α). 

 

 

 

  Figura 7. Protocolo experimental 2. 
 

 3.2.5. Efeito da deleção da subunidade catalítica da PI3K (P110α) em camundongos 

fêmeas OVX, tratadas com reposição de estradiol, sobre o peso corporal, ingestão 

alimentar, gasto energético e termogênese   do TAM.  

 

Camundongos fêmeas SF1-cre(cre/+); P110αflox/flox e P110αflox/flox com 16 semanas de vida, 

foram submetidas à ovariectomia bilateral e implantação de pellet de 17β estradiol 

0,18mg/60d, Innovative Research of America (dose escolhida com base no estudo realizado 

por Torres et al., 2018) e subsequentemente foram divididas em quatro grupos experimentais: 

 

o Camundongos fêmeas SF1-cre(cre/+); P110αflox/flox, OVX. 

o Camundongos fêmeas SF1-cre(cre/+); P110αflox/flox, OVX+E2. 

o Camundongos fêmeas P110αflox/flox, OVX+ E2. 
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o Camundongos fêmeas P110αflox/flox, OVX. 

Após 18 dias de cirurgia, uma parte dos animais foram colocados em gaiolas metabólicas 

(Oxymax-CLAMS, Columbus-OH-USA) (2 dias para adaptação e 1 dia de registro) para 

avaliação da calorimetria indireta (VO2, VCO2, gasto energético e atividade locomotora). A 

avaliação da temperatura da cauda e área da pele ao redor do TAM foi realizada por meio de 

termografia, como descrita acima. 

 

 

 

 

Figura 8. Protocolo experimental 3. 

3.3. Procedimentos laboratoriais 

3.3.1. Extração de DNA e genotipagem 

Fragmentos de caudas (0,5 a 1,0 cm) foram obtidos 7 a 10 dias após o nascimento dos 

camundongos e utilizados para a extração do DNA e os fragmentos foram armazenados a -

20°C até o momento da extração. O DNA foi extraído utilizando o Kit REDExtract-N-Amp 

Tissue PCR Kit (Sigma Aldrich Biotechnology, X-NAT) e, então, submetido à reação em 

cadeia da polimerase (PCR) (Tabelas 1 a 3).  

A eletroforese em gel de agarose (Sigma Aldrich Biotechnology, A9539) foi preparada 

em solução tampão de eletroforese 1x, diluído a partir do UltraPure DNA Typing Grade 50X 

TAE Buffer (Thermo Fisher Scientific, 24710-030), utilizando-se SYBR Safe DNA gel stain 

(Thermo Fisher Scientific, S33102). Foram preparados géis de agarose na concentração 2% 
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(SF1-cre e P110αflox). Após a solidificação do gel de agarose, as alíquotas de PCR foram 

aplicadas e submetidas à eletroforese a 60 V e 400 mA por 60 minutos. 

 

 

 Tabela 1. Primers utilizados nas reações de PCR. 

 

Genótipo Primers Fragmento(bp) 

SF1-cre 

(1) oIMR6243 – SF1: CTG AGC TGC AGC GCA 

GGG ACA T  

(2) oIMR6244 - TGC GAA CCT CAT CAC TCG TTG 

CAT  

(3) oIMR8744 - CAA ATG TTG CTT GTC TGG TG 

(4) oIMR8745 - GTC AGT CGA GTG CAC AGT TT 

WT: 200 

SF1-cre: 250 

P110αFlox 

(1)p110a-flox-FW: CTG TGT AGC CTA GTT TAG 

AGC AAC CAT CTA 

(2)p110a-flox-Rv: CCT CTC TGA ACA GTT CAT GTT 

TGA TGG TGA 

 

WT: 398 

P110αFlox: 530 

 

 

Tabela 2. Reações de PCR para genotipagem. 

 

Genótipo 

Mix 

REDExtract 

N-AMP PCR 

Primer 1 

(10mM) 

Primer 2 

(10mM) 

Primer 3 

(10mM) 

Primer 4 

(10mM) 
Água DNA 

SF1-cre 5,0 µL 0,6 µL 0,6 µL 0,4 µL                 0,4 µL             1 µL 2,0 µL 

P110αflox 5,0 µL 0,6 µL 0,6 µL - 
 

1,8 µL 2,0 µL 

 

 

 

 Tabela 3. Condições das reações de PCR. 

 

 SF1-cre P110αFlox 
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Desnaturação 95ºC (5 min) 95ºC (3 min) 

Anelamento e Extensão 

(x40) 

95ºC (30 s) 

57ºC (30 s) 

72º C (1,5 min) 

95ºC (30 s) 

58ºC (40 s) 

72ºC (40 s) 

Extensão 
72ºC (7 min) 

4ºC (∞) 

72ºC (7 min) 

4ºC (∞) 

 

3.3.2. Teste de Tolerância à Glicose (GTT) 

Após 12 horas de jejum, às 8h, glicose (2g/kg, ip) foi administrada em camundongos 

SF1-cre(cre/+); P110αflox/flox e P110αflox/flox com 10 semanas de idade alimentados com RD ou 

HFD. A glicemia de jejum foi aferida com o auxílio de um glicosímetro (Accu-chek Performa), 

assim como, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos após a administração de glicose através da coleta de 

uma quantidade mínima de sangue, obtida por pequeno corte da cauda (Figura 9). 

 

 

 

Figura 9. Teste de tolerância à glicose (GTT). 
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3.3.3. Teste de Tolerância à Insulina (ITT) 

Após 5 horas de jejum, iniciado às 8h, insulina (1,0 U/kg, ip) foi administrada em 

camundongos SF1-cre(cre/+); P110αflox/flox e P110αflox/flox com 11 semanas de idade 

alimentados com RD ou HFD. A glicemia de jejum foi aferida com o auxílio de um 

glicosímetro (Accu-chek Performa), assim como, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos após a 

administração de insulina através da coleta de uma quantidade mínima de sangue, obtida por 

pequeno corte da cauda (Figura 10). 

 

 

 Figura 10. Teste de tolerância à insulina (ITT). 
 

3.3.4. Registro do gasto energético  

 Os camundongos foram alojados em caixas metabólicas individualmente, à temperatura 

ambiente (22oC-24oC) sob um ciclo alternado de 12 horas de luz/12 horas escuro. Após 

adaptação de 2 dias nas gaiolas metabólicas, o consumo de oxigênio (VO2), a produção de 

dióxido de carbono (VCO2) e a atividade locomotora (XTOT) foram mensurados por um 

período de 24 horas, utilizando o Comprehensive Laboratory Monitoring System (CLAMS, 

Columbus Instruments, OH - USA). Para experimentos de dieta regular padrão, usamos 

animais na 17ª semana com peso corporal semelhante entre os grupos.   Nos experimentos com 

HFD, submetemos animais com 17 semanas e peso corporal pareado a uma semana com 

alimentação HFD e avaliamos o gasto energético conforme descrito acima. O gasto energético 

foi obtido com base na seguinte fórmula: EE = [VO2 × (3,815 + 1,232 × RER)] (GARCIA-

GALIANO et al., 2017). 
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3.3.5. Medição da temperatura da cauda e do tecido adiposo marrom (BAT) 

 

 A temperatura da cauda e do BAT foram adquiridas por meio de imagem infravermelha 

usando uma câmera termogênica (FLIR E6; FLIR Systems Inc, Wilsonville, OR, EUA). As 

imagens foram analisadas usando o software FLIR Tools. Todas as imagens foram obtidas a 

uma distância de 1m entre o pesquisador e os animais. 

3.3.6. Ovariectomia bilateral 

 No presente estudo foram utilizados apenas os camundongos fêmeas que apresentaram três 

ciclos estrais regulares e consecutivos. Diariamente foi realizado esfregaço vaginal com o 

auxílio de um conta-gotas contendo previamente solução de NaCl 0,9%, para avaliação do 

ciclo estral. Após constatação dos três ciclos estrais regulares, as fêmeas foram anestesiadas, 

com   ketamina (100 mg/kg) e xilazina (10mg/kg) via intraperitoneal, e posteriormente 

ovariectomizadas. Para a cirurgia de ovariectomia foi realizada uma incisão bilateral 

longitudinal (1,5 cm de comprimento) da pele e tecido subcutâneo entre a última costela e a 

coxa. Por meio do auxílio de uma pinça, o tecido muscular foi afastado para visualização dos 

ovários, os quais foram removidos e posteriormente realizado sutura da parede com fio de 

algodão. No grupo OVX+E2, foi realizada a implantação subcutânea do pellet de estradiol 

(17β estradiol 0,18mg/60d, Innovative Research of America; dose escolhida com base no 

estudo realizado por TORRES et al., 2018) na região dorsal, próxima à região cervical. 

3.3.7. Imunofluorescência de tecido hipotalâmico 

Os cortes encefálicos coronais foram obtidos no criostato (Microm, modelo HM 505E) 

de acordo com o Atlas de Franklin & Paxinos (2008): (ARC, -1.22 até -2.80 mm do bregma) 

em fatias de 30 µm e mantidos em solução crioprotetora a -20ºC. Uma em cada três secções 

foram utilizadas para a análise qualitativa de pAKT no VMH. As secções foram lavadas com 

tampão salina Tris 1X (pH 7,6) três vezes por 5 minutos. Foi realizado o bloqueio da 

peroxidase por 10 minutos (90% de metanol e 10% de peróxido de hidrogênio). Os tecidos 

foram lavados novamente com Tris 1X e foi realizado o bloqueio de ligações inespecíficas por 

60 minutos (5% soro normal de cavalo (Vector Laboratories, S-2000); 0,4% Triton X-100 

(Sigma Aldrich Biotechnology, X100); Tris 1X). Então, os cortes foram incubados por 48 

horas a 4ºC com os anticorpos primários (Tabela 4) rabbit anti-pAKT, Cell Signaling # 2965, 

[1:1000]). No segundo dia, as secções foram lavadas com Tris 1X e incubadas por 60 minutos 
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com o anticorpo secundário (Tabela 4), Alexa Fluor 594 [1:500]; ab150076. Os cortes foram 

lavados com Tris 1X e as lâminas foram montadas com Fluoromont (Southern Biotech, Cat. 

Nº: 0100-01). 

  

 Tabela 4. Concentrações dos anticorpos utilizados na imunoflorescência. 

 

Anticorpo primário Anticorpo secundário 

rabbit anti p-AKT [1:1000] alexa fluor 594 donkey anti rabbit [1:500] 

 

3.3.8. Processamento fotomicrográfico de imunofluorescência 

As imagens de imunofluorescência foram obtidas utilizando o microscópio óptico 

(DM4500 B, Leica), equipado com objetivas de 20x e 40x, associado a um sistema para análise 

de imagens (LAS V3.8, Leica). As secções contendo o VMH foram analisadas por meio do 

software ImageJ. 

3.3.9. Dosagem hormonal 

Os camundongos, colocados em jejum por um período de 5 a 6 horas (8h00-14h00), 

foram previamente expostos a ambiente contendo isoflurano a 1% e posteriormente decapitados 

para a coleta de amostra sanguínea do tronco, bem como para coleta tecidual. O sangue foi coletado 

em tubos de polipropileno contendo heparina. O plasma foi obtido após a centrifugação do sangue 

total por 30 minutos a 3.000 rotações/min, a 4ºC. As amostras foram estocadas em freezer -20ºC, 

até o momento das dosagens de leptina, insulina, noradrenalina, corticosterona e testosterona. As 

concentrações plasmáticas de leptina e insulina foram mensuradas por meio do ensaio de Elisa 

(Leptin Mouse Kit, Merck, EZML-82K) e insulina (Rat/Mouse insulin Elisa, Merck, EZRMI-

13K). Radioimunoensaio in-house foi utilizado para medição de testosterona e corticosterona 

plasmáticas, conforme descrito anteriormente por BORGES et al., 2007. As concentrações de 

noradrenalina no plasma, TAM e TABi foram determinadas por meio da técnica de 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), conforme descrito anteriormente por 

GAROFALO et al., 1996), no laboratório sob responsabilidade do Prof. Luiz Carlos 

Navegantes. 
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3.3.10. PCR em tempo real  

 

 As amostras do TAM foram congeladas em condições livres de RNase. A técnica de PCR 

foi realizada usando o sistema de PCR em tempo real Applied Biosystems 7500. As reações 

foram realizadas em volumes de 12μL, com 4μL de cDNA, utilizando o reagente TaqMan 2x 

Master Mix (Applied Biosystems), em sondas e primers dos genes específicos, Ucp1 

(Mm01244861_m1), Ppargc1a (Mm01208835_m1), Ppara (Mm00440939_m1) e Cidea 

(Mm00432554_m1). 

3.3.11. Análise Estatística 

 Os dados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) e analisados 

através do Software Graphpad Prism versão 8.02. Foi utilizado o teste Mann-Whitney para 

comparar dois grupos. As análises foram feitas pela análise de variância (ANOVA) de duas 

vias, seguida do pós-teste de Tukey ou Sidak. O nível de significância adotado foi de p ≤ 0.05. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Genotipagem de camundongos com deleção específica da subunidade catalítica 

P110α em neurônios SF1 do VMH. 

O cruzamento de camundongos SF1-cre(cre/+); P110αflox/flox e P110αflox/flox resulta em 

filhotes desses mesmos genótipos. Alguns dos animais experimentais estão representados na 

figura 11, onde observamos 12 animais de genótipo SF1-cre(cre/+), 4 animais selvagens (WT) 

para SF1 e 16 animais de genótipo P110αflox/flox. 

 

 

 

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose (2%) após PCR para genotipagem de SF1-

cre(cre/+); P110αflox/flox. M: Marcador. C+: Controle positivo correspondente a uma amostra 

de genótipo conhecido. C-: Controle negativo (água, sem material genético). WT: Animais 

selvagens para SF1. À direita está identificado o tamanho do fragmento de DNA (em pares de 

base, bp). 
 

4.2. Validação da deleção da subunidade catalítica P110α em neurônios SF1 após 

estímulo com insulina central. 

A deleção da subunidade catalítica da PI3K (P110α) nos neurônios SF1 do VMH foi 

confirmada por imuno-histoquímica para AKT fosforilada (pAKT), considerada a via 

recrutada e ativada pela ação da PI3K. Observamos que a admiração central da insulina em 

camundongos P110αflox/flox promoveu a fosforilação da AKT no VMH e regiões adjacentes, 
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como ARC. Por outro lado, em animais SF1-cre;P110αflox/flox, houve redução na fosforilação 

na AKT no VMH (Figura 12A). 

O SF1 também é expresso em outras regiões como a hipófise, glândula adrenal e 

gônadas, que desempenham um papel importante na regulação do metabolismo (ZHAO et al., 

2001). Assim, analisamos o peso da adrenal, testículo, vesícula seminal, ovário e útero. A 

deleção da subunidade P110α nos neurônios SF1 promoveu uma redução no peso do testículo 

(Figura 12B, p < 0.001) nos animais com 20 semanas de idade. Contudo, não foi observada 

diferença entre os genótipos no peso da vesícula seminal e concentração plasmática de 

testosterona (Figuras 12C e 12D), indicando que a atividade gonadal manteve-se intacta. Em 

camundongos machos, nenhuma diferença foi observada no peso adrenal e nas concentrações 

plasmáticas de corticosterona (Figura 12E-F). Não houve diferenças no peso útero e ovário 

entre os grupos experimentais (Figura 12G-H) e camundongos fêmeas não mostraram 

diferença entre os genótipos, no peso adrenal e nos níveis plasmáticos de corticosterona 

(Figura 12I-J). 
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Figura 12. Validação da deleção da subunidade catalítica P110α da PI3K em neurônios 

do VMH. (A) Imagens representativas de AKT fosforilada (pAKT) no hipotálamo médio-

basal, 30 minutos após a injeção intracerebroventricular de insulina (i.c.v 4,4 mU/2μl) 

em camundongos SF1-cre;P110αflox/flox e P110αflox/flox. Peso do testículo (B; n=10); peso da 

vesícula seminal (C; n=10); níveis plasmáticos de testosterona (D; n= 10/grupo); peso da 

adrenal (macho: E; n=7); níveis plasmáticos de corticosterona (macho: F; n= 6-7); peso do 

Útero (G; n=6-7/grupo) e ovário de camundongos fêmeas em estro (H; n=6 -7/grupo); peso 

adrenal (I; n=8 -11/grupo); níveis plasmáticos de corticosterona (fêmea: J; n= 6). 

Camundongos SF1-cre;P110αflox/flox e P110αflox/flox alimentados com 20 semanas de idade e 

alimentados com dieta regular (RD) às. Os valores são apresentados como ± EPM e o teste t 

de Student bicaudal foi usado para comparações de dois grupos; p*** < 0.001 entre os grupos. 

4.3. Deleção da P110α em neurônios SF1 do VMH não afeta o peso corporal de animais 

submetidos à dieta regular (RD). 

 Os camundongos machos e fêmeas com deleção da P110α em neurônios SF1 (SF1-

cre(cre/+; P110αflox/flox), alimentados com RD, apresentaram ganho de peso corporal 

semelhante aos seus controles P110αflox/flox (Figura 13A-B e 13D-E). Observou-se também, 
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que nos machos não houve diferença na ingestão alimentar acumulada (Figura 13C). Por outro 

lado, as fêmeas SF1-cre(cre/+); P110αflox/flox, apresentaram uma maior ingestão alimentar 

semanal quando comparadas ao grupo P110αflox/flox, a partir da 14ª semana (Figura 13F; p < 

0.05). 
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 Figura 13. Deleção da P110α em neurônios SF1 do VMH não altera o peso corporal de 

animais submetidos à dieta regular (RD). Peso corporal (A; n = 10/grupo), delta do peso 

corporal (B; n= 10/grupo), ingestão alimentar acumulada (C; n = 10/grupo) de camundongos 

machos; peso corporal (D; n= 9-11/grupo), delta do peso corporal (E; n=9-11/grupo), ingestão 

alimentar acumulada (F; n= 9-11/grupo) de camundongos fêmeas. Os dados estão 

apresentados como média ± EPM. p* <0.05. As diferenças entre os grupos foram determinadas 

por Two-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Animais alimentados com RD. 

4.4. Deleção da subunidade P110α nos neurônios SF1 do VMH diminui o gasto energético 

em machos alimentados com RD. 

 

Machos SF1-cre(cre/+;P110αflox/flox alimentados com RD, apresentaram um menor 

consumo de O2 e gasto energético na ciclo escuro, quando comparado aos animais 

P110αflox/flox . Por outro lado, não foi observado diferença entre os grupos no consumo de O2 
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e gasto energético no período de 24h e na fase clara (Figura 14A-C; p < 0.05).  Observou-se 

também que em camundongos fêmeas que receberam RD não houve diferença entre os 

genótipos nos parâmetros metabólicos analisados (Figura 14D-F) 
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 Figura 14. Deleção da subunidade P110α nos neurônios SF1 do VMH diminui o gasto 

energético em machos alimentados com RD. Consumo de O2 em 24h (A; n=6-7/grupo); 

área sob a curva (AUC) do consumo de O2 (B; n=6-7/grupo); gasto energético (C; n=6-

7/grupo) em camundongos machos. Consumo de O2 em 24h (D; n=6-7/grupo); área sob a 

curva (AUC) do consumo de O2 (E; n=6-7/grupo); gasto energético (F; n=6-7/grupo) em 

camundongos fêmeas. Dados como média ± EPM e o teste t de Student foi utilizado; *p<0.05. 

Animais alimentados com RD. 
 

4.5. Redução da atividade da PI3K em neurônios SF1 do VMH não afeta a homeostase 

da glicose em animais submetidos à dieta regular. 

 

 Os camundongos machos e fêmeas SF1-cre(cre/+;P110αflox/flox não apresentaram alteração 

na tolerância à glicose (10 semanas), tolerância a insulina (11 semanas) e concentração sérica 

de insulina em relação aos animais controles P110αflox/flox  (Figura 15A-H). 
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Figura 15. Redução da atividade da PI3K em neurônios SF1 do VMH não afeta a 

homeostase da glicose em animais submetidos à dieta regular. Teste de tolerância à glicose 

(A; n=7-10); teste de tolerância a insulina (B-C; n=7-10) e concentrações séricas de insulina 

(D; n=7) de camundongos machos SF1-cre;P110αflox/flox e P110αflox/flox. Teste de tolerância e 

à glicose (E; n=7-10); teste de tolerância a insulina (F-G; n=7-10) e concentrações séricas de 

insulina (H; n=7) de camundongos fêmeas SF1-cre;P110αflox/flox e P110αflox/flox. Dados como 

média ± EPM e o teste t de Student foi utilizado. Animais alimentados com RD. 
 

4.6. Redução da atividade da PI3K em neurônios SF1 do VMH não afeta o peso do fígado, 

TAB, TAM e concentrações séricas de leptina.  

 

 A figura 16A-D demonstra o peso do TABr, TAM e fígado de machos e fêmeas alimentados 

durante 20 semanas com RD. Foi possível observar que a deleção da P110α em neurônios SF-

1 do VMH em machos e fêmeas não alterou o peso dos tecidos e concentrações plasmáticas 

de leptina que mostrou-se similar entre os grupos SF1-cre(cre/+;P110αflox/flox e P110αflox/flox.  
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Figura 16. Redução da atividade da PI3K em neurônios SF1 do VMH não afeta o peso 

do fígado, TABr, TAM e concentrações séricas de leptina. Peso absoluto do tecido adiposo 

branco retroperitoneal (TABr), tecido adiposo marrom (TAM) e fígado de camundongos 

machos SF1-cre(cre/+;P110αflox/flox e P110αflox/flox (A; n=10). Concentrações plasmáticas de 

leptina em animais machos (B; n=7). Peso absoluto TABr, TAM e fígado de camundongos 

fêmeas SF1-cre(cre/+); P110αFl/Fl e P110αFl/Fl (C; n=10-11/grupo). Concentrações 

plasmáticas de leptina em camundongos fêmeas (D; n=7) tratados com dieta regular (RD). 

Animais com 20 semanas de idade. Valores expressos como média ± EPM. Dados analisados 

por teste de Mann-Whitney para comparar dois grupos. Animais alimentados com RD. 
 

4.7.  Redução da atividade da PI3K em neurônios SF1 do VMH causa prejuízo nas 

respostas adaptativas de proteção contra a obesidade induzida pela dieta de animais 

submetidos à HFD de uma maneira sexo-específica. 

 

 Camundongos SF1-cre; P110αflox/flox machos e fêmeas quando submetidos à HFD 

apresentaram um aumento acentuado no peso corporal, em comparação com os animais 

P110αflox/flox controle (Figuras 17A-B; e Figuras 17D-E; p < 0.05). No entanto, não foi 

observada diferença na ingestão alimentar acumulada em ambos os sexos (Figuras 17C e 17F). 

Curiosamente, nas fêmeas, em comparação com camundongos machos, o impacto da redução 

da atividade da PI3K em neurônios SF1, foi mais pronunciado no ganho de peso corporal (30% 

x 14% às 18 semanas de idade), em relação aos seus respectivos controles P110αflox/flox. 
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Figura 17. Redução da atividade da PI3K em neurônios SF1 do VMH causa prejuízo nas 

respostas adaptativas de proteção contra a obesidade induzida pela dieta de animais 

submetidos à HFD de uma maneira sexo-específica. Peso corporal (A; n = 6/grupo), delta 

do peso corporal (B; n= 6/grupo), ingestão alimentar acumulada (C; n = 6/grupo) de 

camundongos machos; peso corporal (D; n = 7-10/grupo), delta do peso corporal (B; n=7-

10/grupo), ingestão alimentar acumulada (C; n = 7-10/grupo) de camundongos fêmeas. Os 

dados estão apresentados como média ± EPM. p* <0.05. As diferenças entre os grupos foram 

determinadas por Two-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Sidak. Animais 

alimentados com HFD 60%. 
 

4.8. Deleção da subunidade catalítica P110α nos neurônios SF1 do VMH reduz o gasto 

energético em camundongos machos e fêmeas alimentados com HFD. 

 

 Os valores médios do consumo de oxigênio (VO2) dos camundongos machos e fêmeas 

alimentados com HFD estão apresentados na figura 18. Observou-se que nos animais machos 

SF1-cre; P110αflox/flox, há uma redução no VO2 no período de 24h e ciclo claro em comparação 

ao grupo P110αflox/flox (Figura 18A-B; p < 0.05). Camundongos fêmeas com redução da 
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atividade da PI3K em neurônios SF1 do VMH por sua vez, apresentaram redução no VO2 no 

ciclo escuro (Figura 18C-D; p < 0.001).  
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 Figura 18. Consumo de VO2 em 24h (A; n=6/grupo); área sob a curva (AUC) do 

consumo de O2 (B; n=6-7/grupo) em camundongos machos e fêmeas (C; n= 6/grupo); (D; 

n= 6/grupo). Animais com peso corporal pareado, após receberem uma semana de HFD; * p 

< 0.05 e ** p < 0.001. Valores expressos como média ± EPM. Dados analisados por teste de 

Mann-Whitney para comparar dois grupos. 
 

 Na figura 19 são apresentados os valores da produção de gás carbônico (VCO2) dos 

camundongos machos e fêmeas alimentados com 17 semanas de vida e alimentados durante 

uma semana com HFD. Observou-se que nos animais machos SF1-cre; P110αflox/flox há uma 

redução no VCO2 no período de 24h e ciclo escuro em comparação ao grupo P110αflox/flox 

(Figura 19A-B; p < 0.05).  Por outro lado, camundongos fêmeas com redução da atividade da 
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PI3K em neurônios SF1 do VMH não apresentaram diferenças no VCO2 quando comparadas 

ao grupo controle da deleção (Figura 19C-D).  
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Figura 19. Consumo de VCO2 em 24h (A; n=6/grupo); área sob a curva (AUC) do 

consumo de CO2 (B; n=6-7/grupo) em camundongos machos e fêmeas (C; n= 6/grupo); 

(D; n= 6/grupo). Animais com peso corporal pareado, após receberem uma semana de HFD; 

* p < 0.05. Valores expressos como média ± EPM. Dados analisados por teste de Mann-

Whitney para comparar dois grupos. 
 

 Os valores médios do gasto energético e atividade locomotora dos camundongos machos e 

fêmeas alimentados com HFD estão apresentados na figura 20. Os dados demonstram que 

animais machos SF1-cre; P110αflox/flox apresentam uma redução no gasto energético no período 

de 24h, ciclo claro e escuro, quando comparados ao grupo P110αflox/flox (Figura 20A; p < 0.05). 

Camundongos fêmeas com redução da atividade da PI3K em neurônios SF1 do VMH por sua 
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vez, apresentaram redução no gasto energético no ciclo escuro (Figura 20C; p < 0.05). Não foi 

identificado diferença na atividade locomotora entre os genótipos em ambos os sexos (Figura 

20B e 20D). 
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Figura 20. Gasto energético em 24h, ciclo claro e escuro (A; n=6/grupo); atividade 

locomotora (B; n=6-7/grupo) em camundongos machos.  Gasto energético em 24h, ciclo 

claro e escuro (C; n=6/grupo); atividade locomotora (D; n=6-7/grupo) em camundongos 

fêmeas (C; n= 6/grupo). Animais com peso corporal pareado, após receberem uma semana 

de HFD; * p < 0.05. Valores expressos como média ± EPM. Dados analisados por teste de 

Mann-Whitney para comparar dois grupos. 
 

4.9. Deleção da subunidade catalítica P110α nos neurônios SF1 do VMH reduz a 

sensibilidade à insulina em camundongos machos e fêmeas alimentados com HFD. 

 

 Camundongos fêmeas e machos alimentado com HFD não apresentaram diferenças entre 

os genótipos na glicemia durante o GTT (Figura 21A e 21E). Entretanto, foi possível observar 

que em ambos os sexos a deleção da P110α no VMH promoveu uma maior glicemia durante 
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o ITT, quando comparado ao grupo controle (Figura 21B-C e 21F-G; p < 0.05). Contudo, não 

foi observado diferença nas concentrações plasmática de insulina em machos e fêmeas (Figura 

21D e 21H). 
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Figura 21. Deleção da subunidade catalítica P110α nos neurônios SF1 do VMH reduz a 

sensibilidade à insulina em camundongos machos e fêmeas alimentados com HFD. GTT 

(A; n=6); ITT (B-C; n=6) e concentrações séricas de insulina (D; n=6) de camundongos 

machos SF1-cre;P110αflox/flox e P110αflox/flox. GTT (E; n=5-6); ITT (F-G; n=5-6) e 

concentrações séricas de insulina (H; n=7) de camundongos fêmeas SF1-cre;P110αflox/flox e 

P110αflox/flox. Dados como média ± EPM e o teste t de Student foi utilizado; *p < 0.05. Animais 

alimentados com HFD. 
 

4.10. Deleção da subunidade catalítica P110α em neurônios SF1 de VMH aumenta a 

adiposidade e as concentrações plasmáticas de leptina em camundongos fêmeas.  

 

 Camundongos machos SF1-cre; P110αflox/flox não apresentaram diferença no peso do fígado, 

TABr e concentrações séricas de leptina quando comparados ao grupo controle (Figura 22A-

B). Por outro lado, camundongos fêmeas com atividade da PI3K reduzida no VMH, 

apresentaram aumento no peso do fígado e TABr (Figura 22C; p < 0.01 e p < 0.05 

respectivamente). Observou-se também que as concentrações plasmáticas de leptina foram 

maiores nas fêmeas com deleção da subunidade catalítica P110α (Figura 22D; p < 0.01). 
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Figura 22. Deleção da subunidade catalítica P110α em neurônios SF1 de VMH aumenta 

a adiposidade e as concentrações plasmáticas de leptina em camundongos fêmeas. Peso 

do fígado, TAM e TABr dos camundongos machos SF1-cre;P110αflox/flox e P110αflox/flox (A; 

n=6). Níveis plasmáticos de leptina nos animais machos (B; n=6). Peso do fígado, TAM e 

TABr de camundongos fêmeas SF1-cre;P110αflox/flox e P110αflox/flox (C; n= 7-10). Níveis 

plasmáticos de leptina em fêmeas (D; n=7) alimentados com HFD. Dados como média ± SEM 

e o teste t de Student bicaudal foram usados. p* <0,05 e p** <0,01 entre os grupos.      

4.11. Deleção da subunidade catalítica P110α em neurônios SF1 do VMH reduz a 

temperatura do TAM e expressão gênica dos marcadores de termogênese em 

camundongos machos e fêmeas alimentados com HFD.  

 

 Por meio da termografia, analisamos a temperatura da cauda dos camundongos machos e 

fêmeas, com redução da atividade PI3K nos neurônios SF1 do VMH e não foi observada 

diferença entre os genótipos em ambos os sexos (Figura 23A-B). No entanto, camundongos 

fêmeas e machos SF1-cre; P110αflox/flox, alimentados com HFD, apresentaram uma redução na 

temperatura da pele ao redor do TAM quando comparados aos seus respectivos controles 

(Figura 23C; p < 0,01 e p < 0,05). Além disso, analisamos a expressão do RNAm dos 

marcadores de termogênese no TAM. Houve uma redução da expressão do gene Ucp1 nos 

animais machos com deleção (Figura 23D, p < 0,01). Porém, não houve diferença entre os 

genótipos, na expressão de outros marcadores de termogênese como Cidea, Ppara, Ppargc1a 

(Figura 23D). Camundongos fêmeas apresentaram redução na expressão da Ucp1 e Cidea no 

TAM. A expressão de Ppara e Ppargc1 não se mostrou estatisticamente diferente entre os 

genótipos (Figura 23E; p < 0,05). Em conjunto, os resultados demonstram que a deleção da 

subunidade catalítica P110α em neurônios SF1 reduz a termogênese no TAM. 
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Figura 23. Deleção da subunidade catalítica P110α em neurônios SF1 do VMH reduz a 

temperatura do TAM e expressão gênica dos marcadores de termogênese em 

camundongos machos e fêmeas alimentados com HFD. Imagens termográficas de 

camundongos machos e fêmeas SF1-cre;P110αflox/flox e P110αflox/flox (A); Temperatura da cauda 

(B; n=6/grupo) e temperatura da pele na área ao redor do TAM (C; n=6/grupo). Expressão 

relativa de RNAm da Ucp1, Cidea, Ppara e PGC1α no TAM dos camundongos machos (D; 

n= 5-7/grupo) e fêmeas SF1-cre;P110αflox/flox e P110αflox/flox (E; n= 6-7/ grupo). Dados como 

média ± EPM e o teste t de Student bicaudal foi usado; p** <0.01 e *p<0,05 entre os grupos. 
 

4.12. A deleção da subunidade catalítica P110α nos neurônios SF1 do VMH reduz 

parcialmente os efeitos do 17β-estradiol (E2) em fêmeas OVX no controle do peso 

corporal. 

 Nossos resultados evidenciam que a via de sinalização da PI3K demonstrou ser mais 

importante em camundongos fêmeas para atenuar o ganho do peso induzido pela HFD. Assim, 

investigamos se a PI3K poderia mediar os efeitos do tratamento crônico com E2 no controle 

do peso corporal. Os resultados demonstram que tanto em P110αflox/flox OVX, quanto em SF1-

cre;P110αflox/flox OVX, o tratamento com  E2 reduziu significativamente o peso corporal em 
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comparação com os camundongos OVX (Figura 24A-B; p < 0.05). No entanto, o efeito do E2 

em reduzir o peso corporal foi significativamente menor no grupo SF1-cre; P110αflox/flox 

quando comparado ao grupo controle da deleção (Figura 24A-B; p < 0.05). Além disso, não 

encontramos diferença entre os grupos experimentais na ingestão alimentar diária acumulada 

(Figura 24C).  
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Figura 24. A deleção da subunidade catalítica P110α nos neurônios SF1 do VMH reduz 

parcialmente os efeitos do E2 em fêmeas OVX sobre controle do peso corporal. Peso 

corporal (A; n = 6/grupo); delta de peso corporal (B; n=6/grupo) e ingestão alimentar 

acumulada (C; n=6/ grupo) em camundongos fêmeas controle OVX ou tratados com reposição 

crônica de E2. Dados como médias ± EPM. p<0.05 (*) entre os grupos determinado por Two-

Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Animais alimentados com RD. 

 

4.13. Deleção da subunidade catalítica P110α em neurônios SF1 de VMH atenua os 

efeitos do 17β-estradiol na redução da adiposidade em camundongos fêmeas OVX. 

 Para confirmar a eficácia do tratamento com E2 nos experimentos, os úteros foram pesados 

como um índice da concentração de estradiol circulante. O peso uterino foi maior tanto no 

grupo P110αflox/flox quanto no SF1-cre P110αflox/flox ovariectomizados que receberam o 

tratamento crônico com E2, quando comparado aos animais não tratados (Figura 25A; 

P=0,0016). Para caracterizar os fenótipos metabólicos, também analisamos a adiposidade. 

Observamos que não houve diferença entre os grupos no peso do fígado (Figura 25B). 

Camundongos P110αflox/flox OVX apresentaram um maior peso do TABr quando comparado 

ao grupo P110αflox/flox OVX+E2 (Figura 25C; p < 0.01). Por outro lado, não foi observado o 

mesmo efeito do E2 em camundongos SF1-cre P110αflox/flox OVX. Nenhuma diferença foi 

encontrada entre os grupos experimentais no peso do TABi e TAM (Figura 25D-E)  
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Figura 25. Deleção da subunidade catalítica P110α em neurônios SF1 de VMH atenua os 

efeitos do 17β-estradiol na redução da adiposidade em camundongos fêmeas OVX. Peso 

do útero (A; n=6/grupo); peso do fígado (B; n=6/grupo); peso do TABr (C; n=6/grupo), TABi 

(D; n=6/grupo) e TAM (E; n=6/grupo) de camundongos fêmeas SF1-cre;P110αflox/flox e 

P110αflox/flox OVX ou tratadas com tratamento crônico de 17β-estradiol (E2). Dados como 

médias ± EPM. p<0.01 (**) entre os grupos determinado por Two-Way ANOVA seguido pelo 

teste post-hoc de Tukey. Animais alimentados com RD. 
 

4.14. Deleção da subunidade catalítica P110α nos neurônios SF1 do VMH atenua os 

efeitos do 17β-estradiol no aumento do gasto energético.  

 A calorimetria indireta demonstrou que o gasto de energético (figura 26A-E; p < 0.05) VO2 

(Figura 27A-E; p < 0.05) e VCO2 (Figura 28A-E; p < 0.05) no período de 24 horas e ciclo 

escuro, aumentou em camundongos P110αflox/flox OVX que receberam tratamento com E2. No 

entanto, o tratamento com E2, não promoveu este mesmo efeito nos animais SF1-cre 

P110αflox/flox. Além disso, nenhuma diferença foi observada entre os grupos na atividade 

locomotora (Figura 28A-E). 
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Figura 26. A deleção da subunidade catalítica P110α nos neurônios SF1 do VMH atenua 

os efeitos do E2 no aumento do gasto energético. Gasto energético em camundongos fêmeas 

P110αflox/flox OVX ou OVX+E2 (A; n=6/ grupo) e SF1-cre P110αflox/flox (B; n= 6/grupo). Gasto 

energético durante o período de 24 horas (C; n= 6/grupo), ciclo claro (D; n= 6/grupo) ou ciclo 

escuro (E; n= 6/grupo) em todos os quatro grupos. Os dados são apresentados como média ± 
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EPM. *p<0.05 entre OVX+V e OVX+E2.  Teste t student não pareado bicaudal, para 

comparação entre médias de 2 grupos foi utilizado. 
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Figura 27. A deleção da subunidade catalítica P110α nos neurônios SF1 do VMH atenua 

os efeitos do E2 aumento do consumo de O2. Consumo de O2 em camundongos fêmeas 

P110αflox/flox OVX ou OVX+E2 (A; n=6/ grupo) e SF1-cre P110αflox/flox (B; n= 6/grupo). 

Consumo de O2 durante o período de 24 horas (C; n= 6/grupo), ciclo claro (D; n= 6/grupo) ou 

ciclo escuro (E; n= 6/grupo) em todos os quatro grupos. Os dados são apresentados como 

média ± EPM. *p<0.05 entre OVX+V e OVX+E2.  Teste t student não pareado bicaudal, para 

comparação entre médias de 2 grupos foi utilizado. 
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 Figura 28. A deleção da subunidade catalítica P110α nos neurônios SF1 do VMH atenua 

os efeitos do E2 no aumento da produção de CO2. Produção de CO2 em camundongos 

fêmeas P110αflox/flox OVX ou OVX+E2 (A; n=6/ grupo) e SF1-cre P110αflox/flox (B; n= 

6/grupo). Produção de CO2 durante o período de 24 horas (C; n= 6/grupo), ciclo claro (D; n= 

6/grupo) ou ciclo escuro (E; n= 6/grupo) em todos os quatro grupos. Os dados são apresentados 

como média ± EPM. *p<0.05 entre OVX+V e OVX+E2.  Teste t student não pareado bicaudal, 

para comparação entre médias de 2 grupos foi utilizado. 
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Figura 29. Efeito da deleção da subunidade catalítica P110α em neurônios SF1 do VMH 

em camundongos fêmeas OVX tratados com E2 na atividade locomotora. Atividade 
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locomotora em camundongos fêmeas P110αflox/flox OVX ou OVX+E2 (A; n=6/ grupo) e SF1-

cre P110αflox/flox (B; n= 6/grupo). Atividade locomotora durante o período de 24 horas (C; n= 

6/grupo), ciclo claro (D; n= 6/grupo) ou ciclo escuro (E; n= 6/grupo) em todos os quatro 

grupos. Os dados são apresentados como média ± EPM. *p<0.05 entre OVX+V e OVX+E2.  

Teste t student não pareado bicaudal, para comparação entre médias de 2 grupos foi utilizado. 

 

4.15. A deleção da subunidade catalítica P110α nos neurônios SF1 do VMH reduz os 

efeitos do 17β-estradiol em fêmeas OVX na indução da termogênese.  

 A ativação dos neurônios SF1 do VMH promove modulação simpática no TAM, 

promovendo aumento da produção de calor por meio da termogênese (XU et al., 2018). Assim, 

analisamos o efeito da deleção da subunidade catalítica P110α nos neurônios do VMH sobre 

a termogênese do TAM. Observamos por meio da termografia que camundongos P110αflox/flox 

OVX tratados com E2 apresentaram aumento da temperatura da pele ao redor do TAM, porém 

esta resposta não foi observada em camundongos SF1-cre;P110αflox/flox que receberam 

reposição hormonal (Figura 30A-B; p < 0.05). Além disso, não houve diferença entre os grupos 

experimentais na temperatura da cauda (Figura 30C) e temperatura retal (Figura 30D). 
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Figura 30. A deleção da subunidade catalítica P110α nos neurônios SF1 do VMH reduz 

os efeitos do E2 em fêmeas OVX na indução da termogênese. Imagem de termografia de 
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camundongos fêmeas SF1-cre;P110αflox/flox e P110αflox/floxf OVX ou OVX+E2 (A); 

Temperatura da cauda (B; n=6/grupo); temperatura da pele ao redor do TAM (C; n=6/grupo) 

e temperatura retal (C). Dados como médias ± EPM.  *p < 0.05 entre os grupos, determinado 

por Two-Way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey. 
 

 Analisamos a expressão gênica dos marcadores de termogênese como a UCP1, CIDEA, 

PPARγ e PGC1α. Os resultados evidenciam que nos camundongos fêmeas P110αflox/flox 

OVX+E2, houve um aumento na expressão dos genes UCP1 e CIDEA no TAM quando 

comparado ao grupo P110αflox/flox. Por outro lado, esta resposta não foi observada nos animais 

SF1-cre;P110αflox/flox OVX tratados com E2 (Figura 31A-D; p < 0.05).  
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Figura 31. A deleção da subunidade catalítica P110α nos neurônios SF1 do VMH reduz 

os efeitos do 17β-estradiol em fêmeas OVX no aumento da expressão gênica dos 

marcadores de termogênese. Expressão relativa de RNAm da Ucp1 (A; n= 5-6/grupo), Cidea 

(B; n= 5-6/grupo), Ppara (C; n= 5-6/grupo), e PGC1α (D; n= 5-6/grupo), no TAM dos 

camundongos fêmeas P110αflox/flox e SF1-cre;P110αflox/flox  com ou sem reposição hormonal 
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com E2. Dados como médias ± EPM.  *p < 0.05 entre os grupos, determinado por Two-Way 

ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey. 
 

 Para investigar a participação da atividade simpática na termogênese, analisamos as 

concentrações plasmáticas e teciduais de noradrenalina. Observamos que não houve alteração 

da noradrenalina circulante (Figura 32A). No TAM, camundongos P110αflox/flox 

ovariectomizados que receberam reposição hormonal com E2 apresentaram aumento nas 

concentrações plasmáticas de noradrenalina. Por outro lado, em camundongos com atividade 

da PI3K reduzida no VMH, o E2 não foi capaz de aumentar a atividade simpática no TAM 

(Figura 31B; p < 0.05). Não houve diferença entre os grupos nas concentrações de 

noradrenalina no TABi (Figura 32C). 
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Figura 32. A deleção da subunidade catalítica P110α nos neurônios SF1 do VMH reduz 

os efeitos do 17β-estradiol em fêmeas OVX na indução da atividade simpática no TAM. 

Níveis plasmáticos de noradrenalina (A; n=6/grupo). Concentração de noradrenalina no 

TAM (B; n=6/grupo). Concentração de noradrenalina no TABi (C; n=6/grupo). Dados como 

médias ± EPM.  * p < 0.05 entre os grupos, determinado por Two-Way ANOVA seguido pelo 

teste post-hoc de Tukey 
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5. DISCUSSÃO 

 O VMH desempenha um papel importante na proteção contra a obesidade induzida por 

dieta (DIO), exercendo um efeito sobre a ingestão de alimentos e gasto de energético 

(DHILLON et al., 2006; BINGHAM et al., 2008; XU et al., 2010, GONÇALVES, 2020). No 

entanto, os mecanismos intracelulares envolvidos nessas ações ainda são pouco 

compreendidos. Buscando preencher esta lacuna, este trabalho teve como objetivo avaliar os 

efeitos da deleção específica da subunidade catalítica P110α da PI3K em neurônios SF1 do 

VMH sobre o peso corporal, ingestão alimentar, homeostase glicêmica, gasto energético e 

termogênese do TAM em camundongos machos e fêmeas. Para isso, utilizamos a metodologia 

cre-lox para gerar animais com ruptura da expressão da subunidade catalítica P110α da PI3K 

em neurônios SF1, os quais constituem a maior população neuronal do VMH (CHOI et al., 

2013). 

 Nossos resultados demonstram que sob RD, a deleção específica da subunidade catalítica 

P110α em neurônios SF1 do VMH, não afeta a ingestão alimentar, peso corporal e controle 

glicêmico em camundongos machos. Contudo, há uma redução do consumo de O2, e gasto 

energético nos animais com 18 semanas de idade; porém o menor gasto energético observado, 

não influenciou no ganho do peso corporal nos animais machos com deleção. Esses dados em 

conjunto, corroboram com o estudo realizado por XU et al., 2010 que demonstrou que a 

deleção da P110α em neurônios do VMH em animais machos não altera a homeostase 

energética. 

  De maneira similar, camundongos fêmeas com a atividade da PI3K reduzida no VMH 

também não apresentaram alteração no peso corporal e controle glicêmico sob RD. Um estudo 

realizado por Saito e colaboradores, em contrapartida, demonstrou que fêmeas SF1-

cre;P110αflox/flox alimentadas com dieta normocalórica, apresentam um discreto aumento do 

peso corporal e gasto energético quando comparadas ao grupo controle da deleção (SAITO et 

al., 2016). Contudo, não observamos esta mesma resposta de alteração no peso corporal e gasto 

energético em fêmeas. 

 Quando submetidos ao desafio metabólico com HFD, os resultados demonstram que a 

ausência da subunidade catalítica P110α em neurônios SF1, promove um aumento de ganho 

de peso corporal sem alterar a ingestão alimentar nos camundongos machos. Observou-se 

também que os animais SF1-cre;P110αflox/flox apresentam uma redução do gasto energético. 
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Corroborando com os nossos achados, o estudo realizado por Xu et al, evidenciou pela 

primeira vez que a redução da atividade da PI3K no VMH promove aumento do peso corporal 

e redução do metabolismo em camundongos machos submetidos à HFD. Além disso, 

observou-se que o efeito da leptina em reduzir a ingestão de alimentos foi significativamente 

atenuado em camundongos machos com deleção da P110α (XU et al., 2010). Considerando 

esses achados, podemos supor que a redução da atividade da PI3K no VMH contribui para a 

redução da ação da leptina na homeostase energética. 

 A desregulação no balanço energético observada em animais com deleção da subunidade 

P110α nos neurônios SF1 quando submetidos à HFD, demonstra o papel do VMH no controle 

do peso corporal no contexto do balanço energético positivo. Diferentes modelos 

experimentais com animais geneticamente modificados resultaram em efeitos semelhantes aos 

observados em nosso estudo. A deleção de LepR nos neurônios SF1 do VMH, por exemplo, 

causa aumento do peso corporal dos animais apenas quando submetidos à HFD (DHILLON et 

al., 2006; BINGHAM et al., 2008). Essa mesma resposta foi observada com a deleção de 

moléculas como ERα e sirtuína 1 (SIRT1) ou do transdutor de sinal e ativador da transcrição 

3 (STAT3) especificamente em neurônios SF1 do VMH (RAMADORI et al., 2011; XU et al., 

2011, GONÇALVES et al., 2020). Todos esses achados enfatizam o papel dos neurônios SF1 

na promoção de efeitos protetores sobre o ganho de peso corporal em situações de aumento do 

consumo calórico. Nesse contexto, nossos resultados reforçam um importante papel da via de 

sinalização da PI3K nos efeitos protetores do VMH contra DIO. Além disso, os presentes 

resultados indicam que a PI3K medeia a proteção contra DIO via neurônios do VMH por meio 

do aumento do gasto energético. No presente estudo observamos também que a diminuição da 

atividade de PI3K no VMH causa prejuízo na homeostase energética em animais alimentados 

com HFD em um padrão sexo-específico, ocorrendo um maior ganho de peso corporal em 

camundongos fêmeas. 

 O VMH além de exercer efeitos no controle da homeostase energética, também tem sido 

associado com importantes ações na homeostase glicêmica. A primeira evidência dessas ações 

foi feita por Borg e colaboradores que demonstraram que a lesão química do VMH em ratos 

resultava em perda da resposta contra à hipoglicemia promovida por hormônios 

contrarreguladores da insulina como glucagon, adrenalina e noradrenalina (BORG et al., 

1994). Por outro lado, estudos demonstraram que a estimulação elétrica do VMH causa 

aumento da utilização de glicose em tecidos periféricos como o músculo esquelético e TAM 

(SHIMAZU et al., 1991; SUDO et al., 1991). Esses subtipos de sensores de glicose são 
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atualmente mais comumente referidos como neurônios ativados por alta glicose (GE) que 

quando acionados estimulam a captação de glicose pelo fígado, coração e músculo esquelético. 

E os neurônios ativados por baixa glicose (GI), que por sua vez, estimulam a liberação de 

catecolaminas pela glândula adrenal e o glucagon pelo pâncreas, resultando no aumento da 

produção de glicose pelo fígado. Aproximadamente metade dos neurônios GE no VMH 

também apresentam receptores para leptina (IRANI et al., 2008; SHIMAZU E MINOKOSHI, 

2017). Esses dados em conjunto, sugerem um papel relevante do VMH em integrar sinais que 

regulam a homeostase glicêmica. Nossos resultados, por sua vez, demonstram que a ausência 

da subunidade catalítica P110α da PI3K em neurônios SF1 promove uma redução na 

sensibilidade à insulina em machos e fêmeas alimentados com HFD. Neste contexto, um 

estudo realizado por Fujikawa e colaboradores evidenciou que a subunidade P110ß da PI3K 

no VMH regula a homeostase da glicose em camundongos machos. Assim sugerimos que há 

um papel importante dessa via de sinalização intracelular no controle glicêmico em um 

contexto de balanço energético positivo.  

 Camundongos knockout para SF1 desenvolvem obesidade principalmente porque 

apresentam redução no gasto energético (MAJDIC et al., 2002). No presente estudo, 

mostramos que o ganho de peso corporal em camundongos machos e fêmeas com ruptura de 

P110α no VMH não é atribuído ao aumento da ingestão alimentar, mas sim à redução do gasto 

energético, de maneira semelhante ao que ocorre com camundongos nocaute para SF1. No 

nosso estudo encontramos uma diminuição do gasto energético sem haver alterações na 

atividade locomotora em animais com redução da atividade da PI3K no VMH. Assim, 

hipotetizamos que a termogênese do TAM poderia estar reduzida nos animais knockout, 

contribuindo para a redução do gasto energético observado. 

 Os resultados revelaram que em ambos os sexos, a deleção da subunidade P110α promove 

uma redução na temperatura da pele ao redor do TAM e diminui a expressão do RNAm dos 

marcadores termogênicos como a Ucp1 e a Cidea; indicando uma redução na termogênese. 

Estudos anteriores indicaram que a atividade do sistema nervoso simpático (SNS) é necessário 

para manter a capacidade termogênica do TAM (SHIMIZU et al., 2014) e a ativação dos 

neurônios SF1 do VMH contribui com a modulação simpática do TAM para induzir a 

termogênese (XU et al., 2018). A interrupção da sinalização do SNS promove um aumento de 

gotículas lipídicas promovendo o “branqueamento” do TAM, acompanhado por uma redução 

na atividade mitocondrial neste tecido adiposo (MOBBS et al., 2013). De fato, os 

camundongos que desenvolvem DIO, apresentam atividade do SNS prejudicada e clareamento 
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do TAM. Além disso, estudos anteriores mostraram que lesões no VMH causam disfunção 

mitocondrial e reduzem a oxidação de ácidos graxos, indicando que a integridade do VMH é 

necessária a função termogênica adequada do TAM (SEYDOUX, et al., 1981; SAITO & 

SHIMAZU, 1984). Nossos resultados por sua vez, mostram que o comprometimento da 

atividade da PI3K especificamente em neurônios SF1 do VMH, reduz a temperatura do TAM 

e marcadores de termogênese em camundongos machos e fêmeas alimentados com HFD, 

indicando que a via de sinalização da PI3K no VMH contribui para a modulação da atividade 

simpática do TAM. 

 Nossos resultados demonstram a importância da via PI3K no VMH para atenuar a DIO e 

estão de acordo com estudos anteriores realizados por XU et al (2010). Além disso, nossos 

achados mostram pela primeira vez que em camundongos fêmeas alimentados com HFD, a 

redução da atividade de PI3K no VMH promove um aumento maior do peso corporal e 

adiposidade, quando comparado a camundongos machos. Semelhante ao que observamos 

neste estudo, Gonçalves e colaboradores, demonstraram que a redução da sinalização de 

STAT3, considerada uma das principais vias recrutadas pela leptina no VMH, promove maior 

ganho de peso em camundongos fêmeas quando comparados a camundongos machos 

alimentados com HFD (GONÇALVES et al., 2020). Tomados em conjunto, esses dados 

sugerem que fêmeas desafiadas com HFD se tornam mais suscetíveis a desenvolver distúrbios 

metabólicos como a obesidade, quando a atividade de vias de sinalização intracelular 

específicas, como STAT3 e PI3K no VMH são deficientes. 

 O hormônio estradiol, além de exercer funções importantes no sistema reprodutor feminino, 

também executa um papel relevante na regulação do balanço energético e peso corporal 

(WADE & GRAY, 1979). A redução da produção de E2 após a menopausa está associada a 

uma maior probabilidade de desenvolver obesidade e diabetes tipo 2 (CARR, 2003). Em 

animais experimentais, a diminuição dos níveis circulantes deste hormônio pela ovariectomia, 

leva ao desenvolvimento de hiperfagia, obesidade e hiperglicemia, que são revertidas pela 

reposição hormonal (SILVA et al., 2010; WADE & GRAY, 1979).  

 Uma vez produzido pelos ovários, o E2 liberado na corrente sanguínea medeia ações 

metabólicas controlando o peso corporal, distribuição de gordura e os níveis glicêmicos, por 

meio da ativação do receptor ERα, como tem sido demonstrado em modelos experimentais 

utilizando camundongos mutantes knockout para o Erα (ERα-/-), nos quais a ablação da 

sinalização mediada por este receptor, resulta na síndrome metabólica (HEINE et al., 2000; 
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OGAWA et al., 2003; BRYZGALOVA et al., 2006). Além disso, as alterações metabólicas 

observadas em camundongos mutantes ERα-/-, não são evidentes no camundongo mutante 

para a isoforma β do receptor para E2 (ERß-/-), o que confirma que a isoforma ERα medeia a 

maioria dos efeitos do hormônio ovariano no controle do balanço energético. 

 O VMH tem sido considerado um dos principais locais de ação do estradiol na homeostase 

energética, uma vez que o receptor ERα é expresso em grande quantidade na subdivisão ventral 

lateral do VMH (vlVMH) (VAN VENN et al., 2020). Estudos demonstraram que 

camundongos com silenciamento do gene Erα especificamente no VMH, desenvolvem um 

fenótipo de obesidade similar ao observado no animal knockout para ERα (YOKOSUKA et 

al., 1997; MUSATOV et al., 2007). Além disso, a deleção de Era exclusivamente em neurônios 

SF1 do VMH promove aumento do peso apenas quando os animais são desafiados com HFD 

(XU et al., 2011).  

 O E2 via ERα é capaz de ativar diferentes vias de sinalização intracelular por meio de 

mecanismos não clássicos envolvendo receptores nucleares, incluindo a STAT3. Neste 

contexto, Gao e colaboradores evidenciaram que camundongos fêmeas com deleção de STAT3 

no SNC e ovariectomizadas não apresentam redução no peso corporal com a reposição com 

E2 (GAO et al., 2007). Assim como a STAT3, foi descrita na literatura como uma via 

intracelular importante para as ações do hormônio E2 na homeostase energética, acreditamos 

que há uma interação entre a via de sinalização da PI3K e os receptores ERα, em núcleos 

hipotalâmicos que regulam o peso corporal como o VMH. Um estudo realizado por 

MALYALA et al (2008), demonstrou por meio de hibridação in situ, que o E2 aumenta a 

expressão do RNAm da subunidade catalítica da PI3K no VMH. Além disso, uma única dose 

de injeção subcutânea de E2 aumenta significativamente a fosforilação da AKT no VMH, mas 

não no Arc (PARK, et al., 2011). Nossos resultados por sua vez, mostraram que a redução da 

atividade da PI3K no VMH, reduz parcialmente o efeito do hormônio ovariano E2 na redução 

do peso corporal, adiposidade e aumento do gasto energético em camundongos fêmeas 

ovariectomizadas que receberam reposição hormonal. Nossos resultados estão de acordo com 

o estudo realizado por Saito e colaboradores que evidenciaram que a redução da atividade da 

PI3K nos neurônios SF1 reduz parcialmente o efeito do E2 no controle do peso corporal 

(SAITO et al., 2016). 

 Um estudo realizado por MARTINEZ DE MORENTIN et al (2014), observou que 

camundongos fêmeas OVX tratadas com injeção central de E2 diretamente no VMH, 
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apresentam aumento da expressão da STA3 fosforilada, associado ao aumento da ativação 

simpática do TAM, resultando no aumento da termogênese. Além disso, os pesquisadores 

evidenciaram que os efeitos mediados pelo estradiol na atividade simpática do TAM via VMH, 

são dependentes dos receptores ERα e mediados pela inibição da proteína quinase ativada por 

AMP (AMPK) no VMH (MARTINEZ DE MORETIN et al., 2014). No presente estudo, 

demonstramos pela primeira vez que o E2 em neurônios SF1 do VMH recruta a via de 

sinalização intracelular da PI3K para induzir a atividade simpática e termogênese do TAM. 

Em conjunto, nossas descobertas evidenciam que os efeitos do E2 na homeostase energética 

são reduzidos em camundongos ovariectomizados com ruptura da subunidade P110α nos 

neurônios SF1. Nossos resultados são consistentes com o papel do E2 no VMH sob o controle 

da homeostase energética já demonstrado na literatura.  

 A estimulação de neurônios ERα na região VMHvl usando a técnica quimiogenética, 

promove aumento da atividade do TAM, aumentando a produção de calor em camundongos 

machos e fêmeas, demonstrando que o E2 atua via VMH para aumentar o gasto energético 

(VEEN et al., 2020). Esses dados são reforçados pelo recente estudo realizado por Ye et al, 

(2022), demonstrando projeções    de neurônios glutamatérgicos que expressam ERα do 

vlVMH para  neurônios serotoninérgicos (5-HT) do DRN,  as quais estão envolvidos com o  o 

aumento da termogênese do TAM. Considerando esses achados da literatura, podemos propor 

que a sinalização intracelular da PI3K pode ser recrutada com a ativação dos receptores ERα 

de neurônios do VMHvl, exercendo um papel importante no circuito hipotalâmico envolvido 

no controle do gasto energético. 

 Em resumo, nosso estudo demonstra um papel crucial da via de sinalização intracelular da 

PI3K em neurônios SF1 do VMH, na proteção contra DIO em um padrão sexo-específico 

(Figura 33). Assim, nossos achados complementam a literatura com dados importantes sobre 

o papel do VMH em proteger o organismo do excesso de ganho de peso frente a uma dieta rica 

em calorias e avança no conhecimento científico, contribuindo com os mecanismos 

intracelulares envolvidos na regulação da homeostase energética, que podem futuramente se 

tornar alvo no desenvolvimento de terapias direcionadas ao tratamento da obesidade. Além 

disso, nossos achados demonstram que a sinalização mediada pela PI3K nos neurônios SF1 é 

necessária para os efeitos do estradiol na homeostase energética, trazendo evidências 

científicas que a via da PI3K pode ser um novo alvo terapêutico a ser estudado na menopausa. 
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Figura 33. Esquema representativo dos efeitos da redução da atividade da PI3K em neurônios 

SF1 do VMH, sobre o controle do peso corporal em camundongos machos e fêmeas desafiados 

com HFD; e nas ações do 17β estradiol na homeostase energética. 
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6. CONCLUSÃO 

Em suma, nossos resultados demonstram que a deleção da subunidade catalítica P110α da 

PI3K no VMH, não altera o peso corporal e homeostase glicêmica sob dieta normocalórica. 

Por outro lado, a redução da atividade da PI3K em neurônios SF1 causa desbalanço 

energético sob dieta hiperlipídica de uma maneira sexo-específica. Além disso, a deleção da 

subunidade catalítica P110α causou tolerância reduzida à insulina em camundongos machos 

e fêmeas alimentados com HFD. O presente trabalho demonstrou também, que a via de 

sinalização intracelular da PI3K no VMH é necessária para mediar os efeitos do E2 no 

controle do peso corporal.   
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ABSTRACT 

 

Obesity is associated with the development of several illnesses such as diabetes mellitus, 

cancer, and cardiovascular diseases. Understanding the mechanisms of body weight control is 

important for the development of effective therapeutic strategies against obesity. In response to 

the action of hormones such as leptin and 17β-estradiol (E2) the ventromedial hypothalamus 

(VMH) plays an essential role in the protection against diet-induced obesity (DIO), through the 

regulation of food intake and energy expenditure. However, little is known about the 

intracellular mechanisms involved in these effects. To assess the role of the phosphoinositide 

3-kinase (PI3K) signaling in neurons that express the steroidogenic factor 1 (SF1) in the VMH 

on energy homeostasis, we used cre-lox technology to generate male and female mice 

with specific disruption of catalytic subunit P110α in SF1 neurons of the VMH. 

We demonstrated that the conditional knockout of P110α in SF1 neurons of the VMH affects 

body weight, energy expenditure and thermogenesis in animals fed with high fat diet. In 

addition, we demonstrated that female mice with genetic inhibition of PI3K activity in VMH 

neurons, showed a sexual dimorphic obese phenotype, showing greater weight gain when 

compared to male counterpart mice. Further, inhibition of PI3K activity in the VMH partially 

blocked the effects of E2 on body weight regulation, stimulation of energy expenditure and 

thermogenesis in female ovariectomized mice. Collectively, our results indicate that PI3K 

activity in VMH neurons plays a relevant role to protect against DIO and contributes to the 

actions of estradiol in energy expenditure in females. 
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INTRODUCTION 

Obesity is characterized as an increase in body weight, especially due to the 

accumulation of fat mass in adipocytes. Obesity is often caused by a long-term positive 

energy balance, which occurs due to excess food intake and decreased energy expenditure 

and is an important risk factor for the development of comorbidities, such as 

cardiovascular diseases (Kim et a, 2015), type 2 diabetes mellitus, cancer (Calle et al., 

2003), and musculoskeletal disorders (Wearing et al., 2006). The regulation of body 

weight occurs through physiological adjustments that require the integration of various 

peripheral and central signals. The hypothalamus is the major regulator of energy 

homeostasis by promoting the control of food intake and energy expenditure (Myers and 

Olsoni, 2012). The ventromedial nucleus of the hypothalamus (VMH) plays an important 

role in the control of body weight by inducing increased energy expenditure and 

regulating food intake (Dhillon et al., 2006; Binghhan et al, 2008). Steroidogenic factor 

1 (SF1) is an essential factor for the development of VMH, as demonstrated by its deletion 

in the hypothalamus (Ikeda et., 1995) and also for the function of this region in the 

regulation of energy expenditure and body weight (Kim, 2011; Majdic et al. al., 2002). 

The VMH receives different hormonal inputs involved in the regulation of energy 

homeostasis. Leptin and 17β-estradiol (E2) activate VMH neurons.  Selective deletion of 

leptin receptor (LepR) and estrogen receptor-α (ERα) in SF1 neurons aggravates diet-

induced obesity (DIO) (Bingham et al., 2008; Dhillon et al., 2006; Xu et al., 2010). 

However, little is known about the intracellular mechanisms by which VMH neurons 

regulate energy homeostasis.  

Xu and collaborators previously demonstrated that male mice with specific 

disruption of the catalytic subunit P110α of the enzyme phosphoinositide 3-kinase (PI3K) 
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in the VMH develop obesity and metabolic disturbances when fed with high fat diet 

(HFD) (Xu et., 2010). A similar phenotype was also observed in animals with deletion of 

P110ß in VMH neurons (Fujikawa et al., 2019).  These findings indicate that the PI3K 

intracellular signaling pathway in the VMH is required for the regulation of body weight 

under conditions of excessive energy intake, as occurs with exposure to HFD. However, 

despite the sex   differences in the control of the body, the specific role of PI3K subunits 

in VMH to explain this gender difference is   not well established.  

Produced by the ovaries, the E2 in the central nervous system (CNS) plays an 

essential role in maintaining energy balance and body weight control, exerting protective 

effects against weight gain in both animals and humans (Mauvais-Jarvis et al., 2013; 

Maragon et al., 2014). ERα expressed in pro-opiomelanocortin neurons in the 

hypothalamic arcuate nucleus (ARC) regulates food intake (Xu et al., 2011; Pelletier et 

al., 2007), while neurons of the ventrolateral subdivision of ventromedial hypothalamic 

nucleus (vlVMH) modulate two components of energy expenditure, spontaneous physical 

activity and thermogenesis in females (Xu et., 2011; Musatov et al., 2007).  However, the 

molecular mechanisms by which VMH neurons regulate energy homeostasis through 

estradiol/ERα signaling remain to be fully elucidated. To fulfill this gap, we investigated 

the role of PI3K in SF1 neurons of the VMH on body weight control in male and female 

mice fed HFD and the participation of PI3K in the effects of E2 on energy homeostasis. 

RESEARCH DESIGN AND METHODS 

Animal Care 

All experimental procedures were approved by the Institutional Animal Care and 

Use Committee at Ribeirao Preto Medical School (CEUA-FMRP number 076/2019). 

Mice were single housed at 22oC–24oC using a 12 h light/12 h dark cycle. The animals 

were fed a standard chow diet with ad libitum access to water and chow or HFD (Research 
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Diets, 5.24 kcal/g, 60% kcal from fat; New Brunswick, NJ). To generate animals with 

specific knockout of P110α subunit in the VMH (SF1-cre;P110αflox/flox) male mice, that 

were homozygous for the floxed P110α allele and heterozygous for the Sf-1-Cre 

transgene were crossed with female mice homozygous for the floxed p110α allele. 

Littermate homozygous mice for the floxed P110α allele (P110αflox/flox) served as controls 

(Ctr). For body weight and food intake recordings, animals were individually caged and 

fed with regular diet (RD) or HFD, with body weight and food intake being weekly 

registered. 

Metabolic Cage Studies 

Mice were individually housed at room temperature (22oC–24oC) under an 

alternating 12 h light/12 h dark cycle. After adaptation of 2 days, oxygen consumption 

(VO2), carbon dioxide production (VCO2) and locomotor activity (XTOT) were 

measured for 24h using the Comprehensive Laboratory Monitoring System (CLAMS, 

Columbus Instruments, OH). For standard regular diet experiments, we used body weight 

matched animals at 17 weeks of age. For HFD experiments, we submitted body weight 

matched animals at 17 weeks of age to HFD for one week and assessed the energy 

expenditure as described above. The energy expenditure was obtained based on the 

following formula: EE = [VO2 × (3.815 + 1.232 × RER)] (Garcia-Galiano et al., 2017). 

Ovariectomy and 17β-estradiol treatment.  

After three consecutive estrous cycles, sixteen-week old female SF1-

cre;P110αflox/flox and P110αflox/flox mice were anesthetized with inhaled isoflurane and 

subjected to bilateral ovariectomy. Half of these mice received subcutaneous 

implantations of pellets releasing 17β-estradiol (0,18mg for 60 days OVX+E, Innovative 

Research of America) following ovariectomy. Body weight and food intake were      daily 

monitored. A subset of these mice (n= 6 per treatment and genotype) was habituated to 
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the CLAMS chambers after the OVX surgery. After habituation for 2 days, VO2 

consumption, VCO2 production, energy expenditure and locomotor activity were 

measured for one day, as described above. 

Assessment of tail and brown adipose tissue (BAT) temperature 

Tail and BAT temperature of free moving mice were assessed through infrared 

images using a thermogenic camera (FLIR E6; FLIR Systems Inc, Wilsonville, OR, 

USA). Images were analyzed using FLIR Tools software. All images were obtained at a 

distance of 1m between the researcher and the animals. 

Blood sample collection 

The animals were previously subjected to isoflurane inhalation. Subsequently, 

they were decapitated for blood collection. ELISA kits were used to measure plasma 

leptin (R&D Systems, Minneapolis, MN), and in-house radioimmunoassay was used for 

testosterone and corticosterone measurement as previously described by Borges et al., 

2007. Plasma and tissue noradrenaline concentrations were performed using high-

performance liquid chromatography (HPLC) as previously described by Garofalo et al 

(1996). 

Real-time PCR 

BAT samples were frozen under RNAse-free conditions. The real-time PCR 

technique was performed using the Applied Biosystems 7500 Real-time PCR System. 

The reactions were performed in volumes of 12μL, with 4μL of cDNA, using TaqMan 2x 

Master Mix reagent (Applied Biosystems), in probes and primers of the specific genes, 

Ucp1 (Mm01244861_m1), Ppargc1a (Mm01208835_m1), Ppara (Mm00440939_m1) 

and Cidea (Mm00432554_m1). 

Immunofluorescence  

 



T e s e -  A l i n e  A l v e s  117 

 

 

The animals were anesthetized and   subjected to stereotaxic surgery for 

implantation of a cannula in the lateral ventricle (Anteroposterior: − 0.5 mm; lateral: − 

1.0 mm; vertical: − 2.5 mm), following the coordinates of the atlas of Paxinos and 

Franklin (2008).   After seven days of recovery, the animals were fasted for 12 h and 

subsequently received ICV injection of insulin (4.4 mU/2μl) (Sahu et al., 2017). Thirty 

minutes after the central injection of insulin, the animals were anesthetized with ketamine 

(100 mg/kg of body weight) and xylazine (10 mg/kg of body weight) and subjected to 

cardiac perfusion for the brain collection. Twenty-five micrometer coronal brain sections 

were used for the p-AKT labeling. Sections were blocked in 0.01 M PBS containing 10% 

normal horse serum, 0.1% Triton X-100 and 0.04% NaN3 for 2 h at room temperature. 

Briefly, sections were incubated with the anti-phospho-AKT primary antibody [1:1000] 

(rabbit anti-pAKT, Cell Signaling # 2965) for 24 h at 4ºC. After rinsing, the sections were 

incubated with a biotinylated donkey anti-rabbit secondary antibody (Alexa Fluor 594 

[1:500] 1:200; ab150076) for 1h at room temperature. Images were obtained in the Leica 

TCS SP5 confocal microscope system equipped with 488-nm (argon-krypton) laser. For 

each group, all images were obtained at identical acquisition settings.  

Statistical Analyses 

  The data obtained were expressed as mean ± standard error of the mean (SEM) and 

analyzed using the Graphpad Prism Software version 8.02. For two-group comparisons, 

the two-tailed Student t test was used. The analyzes were also performed by two-way 

analysis of variance (ANOVA), followed by Sidak post-test. The significant level was set 

at p <0.05. 

RESULTS 

Generation of mice lacking catalytic subunit P110α of PI3K in VMH neurons 
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To generate animals with deletion of catalytic subunit P110α of PI3K specifically in 

SF1 neurons, we sequentially crossed SF1-cre mice with P110αflox animals, generating 

the SF1-cre;P110αflox/flox mice. For control animals, we used P110αflox/flox littermate mice. 

The deletion of P110α in SF1 neurons of the VMH was confirmed by 

immunohistochemistry for phosphorylated AKT (pAKT), considered the pathway 

recruited and activated through the action of PI3K. We found that central insulin 

stimulation in the P110αflox/flox animal promoted AKT phosphorylation in the VMH and 

adjacent regions, such as ARC. On the other hand, in SF1-cre; P110αflox/flox mice, there 

was a reduction in AKT phosphorylation in VMH (Figure 1A).  

SF1 is also expressed in other regions such as the pituitary, adrenal gland and gonads, 

which are important for the regulation of metabolism (Zhao et al., 2001). Thus, we 

analyzed the effect of the P110α deletion on the weight of the adrenal, testis, seminal 

vesicle, ovary and uterus. The deletion of P110α in SF-1 neurons promoted a reduction 

in testis weight (Figure 1B, p <0.001) However, no change in seminal vesicle weight was 

observed (Figure 1C), but we found similar values of plasma testosterone between SF1-

cre; P110αflox/flox and P110αflox/flox mice at 20 weeks of age (Figure 1D), indicating that 

the gonadal activity was preserved. There were no differences in uterine and ovarian 

weight between the experimental groups (Figure 1G-H). In male (Figure 1E-F) and 

female (Figure 1I-J) mice, no difference was observed in adrenal weight and plasma 

corticosterone concentrations.   

Deletion of P110α catalytic subunit in SF1 neurons of VMH impairs energy 

homeostasis in animals submitted to HFD in a sex-specific pattern. 

Reduction of PI3K activity in SF1 neurons did not affect body weight and food 

intake in male mice (Supplemental Figure S1A-B) under regular l chow diet. There was 

also no difference between genotypes in body weight in female mice (Supplemental 
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Figure S1D-E). In contrast, chow-fed female SF1-p110α-KO mice showed modest but 

significant increases in food intake compared to controls (Supplemental Figure S1F; p 

<0.05). In both male and female SF1-cre; P110αflox/flox mice under regular chow diet 

showed similar liver, white adipose tissue, BAT weight and plasma leptin levels 

compared to respective P110αflox/flox group (Supplemental Figure S2A-D).  

SF1-cre; P110αflox/flox male and female mice submitted to HFD presented a marked 

increase in body weight, compared to P110αflox/flox control animals (Figures 2A-B; and 

Figures 2D-E; p <0.05). However, no difference was observed in food intake (Figures 

2C and 2F). Interestingly, in females, compared to male mice, the impact of reduction of 

PI3K activity in SF1 was more pronounced in body weight (30% x 14% at 18 weeks of 

age), respective female and male controls submitted to HFD. In addition, in contrast to 

males (Supplemental Figure S2E-F), females with reduced PI3K activity in the VMH 

showed an increase in liver, retroperitoneal white adipose tissue weight (Supplemental 

Figure S2G; p <0.01 and p <0.05 respectively) and plasma leptin concentrations 

(Supplemental Figure S2H; p <0.001). 

 

Deletion of P110α catalytic subunit in SF1 neurons of VMH reduces energy 

expenditure and thermogenesis in males and females mice fed with HFD. 

SF1-cre; P110αflox/flox male mice showed decreased indirect calorimetry in the 

light and dark cycle (Figure 3A-D, p <0.05), after one week of HFD compared to 

P110αflox/flox mice with paired body weight, but with intact locomotor activity (Figure 

3E).  In SF1-cre; P110αflox/flox females, we observed reduced oxygen consumption and 

energy expenditure in the dark cycle (Figure 3F-G and Figure 3I; p <0.001 and p <0.05). 

No differences were observed in VCO2 production and locomotor activity in females 

(Figure 3H and 3J). 
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Using thermography, we also analyzed the tail temperature of males and females 

with a reduction in PI3K activity in SF1 neurons and no difference was found (Figure 

4A-B), compared with respective controls. However, both female and male SF1-cre; 

P110αflox/flox mice fed with HFD, showed a reduction in the skin temperature around the 

BAT when compared to respective P110αflox/flox animals (Figure 4C, p <0.001 and p 

<0.05). Furthermore, we analyzed the mRNA expression of the thermogenesis markers 

in the BAT.   There was a reduction in the expression of the uncoupling protein 1 (UCP-

1) gene in the SF1-cre; P110αflox/flox male mice, with no difference in the expression of 

other thermogenesis markers such as Cidea, Ppara, Ppargc1a (Figure 4D, p <0.001). 

Female mice showed a reduction in the expression of the Ucp1 and Cidea in the BAT The 

expression of Ppara, Ppargc1a was similar between genotypes in females (Figure 4E p 

<0.05). Taken together, the results demonstrate that deletion of the catalytic subunit 

P110α in SF1 neurons reduces BAT thermogenesis.  

 

Deletion of P110α catalytic subunit in SF1 neurons of VMH partially reduces the 

effects of 17β-estradiol in OVX females on body weight control. 

Given that deletion of PI3K in SF-1 neurons was shown to be more prominent in 

female mice to increase diet-induced weight gain, we then hypothesized that PI3K could 

mediate the E2 effects on body weight balance. To investigate this interaction, 

ovariectomized female mice of both genotypes were studied with or without E2 treatment. 

In both P110αflox/flox and SF1-cre; P110αflox/flox, OVX+E2 treatment significantly reduced 

body weight compared to respective OVX mice. However, the body weight-lowering 

effects of estradiol treatment was significantly lower in SF1-cre; P110αflox/flox mice than 

in P110αflox/flox mice (Figure 5A-B; p <0.05). Furthermore, we found no difference 

between the experimental groups in food intake (Figure 5C).  
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To confirm the efficacy of the E2 treatment used in the experiments, uteri were 

weighed as an index of circulating E2 concentration. Uterine weight was greater in both 

P110αflox/flox and SF1-cre; P110αflox/flox ovariectomized animals that received the chronic 

treatment, when compared to untreated animals (Figure 6A; p <0.001).  To characterize 

metabolic phenotypes, we also analyzed adiposity. We observed that there was no 

difference between groups in the liver weight (Figure 6B). On the other hand, E2 

treatment was able to reduce adiposity only in the P110αflox/flox group (Figure 6C; p 

<0.001), indicating a reduced effect of E2 treatment in SF1-cre; P110αflox/flox mice. No 

difference was found between experimental groups in weight of inguinal fat tissue and 

BAT (Figure 6D-E). 

Indirect calorimetry demonstrated that energy expenditure (Figure 7A-E) VO2 

(Supplemental Figure S3) and VCO2 (Supplemental Figure S4) throughout the 24-

hour period were increased in P110αflox/flox OVX mice that received E2 treatment. 

However, estradiol treatment did not promote an increase in indirect calorimetry in SF1-

cre; P110αflox/flox mice. No difference was observed between groups in locomotor activity 

(Supplemental Figure S5). 

 

Deletion of P110α catalytic subunit in SF1 neurons of VMH reduces the effects of 

17β-estradiol in OVX females on thermogenesis. 

Activation of VMH SF1 neurons promotes sympathetic modulation in the BAT, 

promoting increased heat production through thermogenesis (Xu et al., 2018). Thus, we 

analyzed the effect of the P110α deletion in VMH neurons on BAT thermogenesis. We 

observed that P110αflox/flox OVX mice treated with E2 showed an increase in the skin 

temperature around the BAT, compared with the respective OVX group.  However, 

remarkably this response was not observed in SF1-cre; P110αflox/flox mice that received 
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estradiol replacement (Figure 8A-B, p <0.05). Furthermore, there was no difference 

between experimental groups in the tail temperature (Figure 8C). To investigate the 

participation of sympathetic activity in the thermogenesis, we analyzed plasma and tissue 

concentrations of noradrenaline. There was no change in circulating noradrenaline 

(Figure 8D). In the BAT, ovariectomized P110αflox/flox mice that received hormone 

replacement with E2, showed an increase in noradrenaline concentrations. In contrast, in 

mice with reduced PI3K activity in the VMH, E2 was not able to increase sympathetic 

activity in the BAT (Figure 8E; p <0.05). There was no difference between groups in 

noradrenaline concentrations in inguinal white adipose tissue (Figure 8F). 

 We analyzed the gene expression of thermogenesis markers such as UCP1, CIDEA, 

PPARγ and PGC1α. The results show that in the P110αflox/flox OVX+E2 female mice, there 

was an increase in the expression of the UCP1 and CIDEA genes in the BAT when 

compared to the P110αflox/flox group. On the other hand, this response was not observed in 

mice with reduced PI3K activity treated with E2 (Figure 9A-B; p < 0.05).  

 

DISCUSSION 

 

VMH plays an important role in protecting against diet-induced obesity (DIO) by 

exerting an effect on food intake and energy expenditure (Dhillon et al., 2006; Bingham 

et al., 2008; XU et al., 2010, Goncalves, 2020). However, the intracellular mechanisms 

involved in these actions are still little understood. Here we assessed the effect of specific 

deletion of the catalytic subunit P110α of PI3K in SF1 neurons of the VMH on body 

weight, food intake, energy expenditure and BAT thermogenesis in male and female 

mice. We found that decrease in PI3K activity in the VMH causes impairment on energy 

homeostasis in animals fed with HFD in a sex-specific pattern.  
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The dysregulation in energy balance observed in animals with P110α deletion in 

SF1 neurons, when submitted to HFD, demonstrates the role of VMH in the control of 

body weight in the context of positive energy balance. Different experimental models 

with genetically modified animals resulted in similar effects. Deletion of LepR in SF1 

neurons of the VMH, for example, causes an increase in the body weight of animals only 

under HFD (Dhillon et al., 2006; Bingham et al., 2008). This same response was observed 

with the deletion of molecules such as ERα and sirtuin 1 (SIRT1) or STAT3 specifically 

in SF1 neurons of the VMH (Ramadori et al., 2011; Xu et al., 2011, Goncalves et al., 

2020). All these findings emphasize the role of SF1 neurons in promoting protective 

effects on body weight gain in situations of increased caloric consumption. In this context, 

our results reinforce an important role of PI3K signaling pathway in the protective effects 

of VMH against DIO. Furthermore, the present results indicate that PI3K mediates the 

protection against DIO via VMH neurons by increasing energy expenditure.   

Xu et al, demonstrated for the first time that the deletion of P110α in SF1 neurons 

promotes increased body weight and reduced metabolism in male mice under HFD. 

Furthermore, they showed that the effect of leptin in reducing food intake was 

significantly blunted in male P110α knockout mice (Xu et al., 2010). Considering these 

findings, we can hypothesize that the reduction of PI3K activity in SF1 VMH neurons 

contributes to reduced leptin action on energy homeostasis.  

SF1 knockout mice develop obesity mainly because they have a reduction in 

energy expenditure (Majdic et al., 2002). In the present study, we showed that the body 

weight gain in male and female mice with P110α lacking in the VMH, is not attributed to 

the increase in food intake, but to the reduction in energy expenditure similarly to SF1 

knockout mice.  We found a decrease of energy expenditure but not changes in the 
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locomotor activity in animals with a reduction in PI3K activity in the VMH, so we 

hypothesize that thermogenesis could be reduced. 

The results shown here revealed that in both sexes, deletion of P110α in SF-1 

neurons reduces the skin temperature around the BAT and decreases Ucp1 mRNA 

expression, indicating a reduction in thermogenesis. Previous reports have indicated that 

the sympathetic nervous system (SNS) input is necessary to maintain the thermogenic 

capacity of BAT (Shimizu et al., 2014). Moreover, the activation of VMH SF1 neurons 

promotes sympathetic modulation of BAT thermogenesis (Xu et al., 2018). Disruption of 

SNS signaling promotes a whitening of BAT accompanied by a reduction in 

mitochondrial activity and the accumulation of lipid droplets (Mobbs et al., 2013). In fact, 

DIO mice show impaired SNS activity and BAT whitening. In addition, previous studies 

have shown that lesions in the VMH cause mitochondrial dysfunction and reduce fatty 

acid oxidation (Seydoux, et al., 1981; Saito & Shimazu, 1984), indicating that an intact 

VMH is important to maintain BAT function. Our results show that impairment of PI3K 

activity in VMH neurons reduces BAT temperature and thermogenesis markers in HFD-

fed males and females, indicating that P110α in the VMH might be a critical component 

for the SNS inputs to the BAT and thermogenesis. 

Our results demonstrate the importance of the PI3K pathway in the VMH to 

attenuate DIO and corroborate previous studies carried out by Xu et al (2010). 

Furthermore, our findings show for the first time that in female mice fed with HFD, the 

reduction of PI3K activity in the VMH promotes a greater increase in body weight and 

adiposity when compared to male mice.  We have previously shown that under 

obesogenic diet the reduction of STAT3 signaling, considered to be one of the main 

pathways recruited by leptin in the VMH, promotes greater body weight gain in female 

mice when compared to male mice (Gonçalves et al., 2020). Taken together, these data 
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suggest that females challenged with HFD become more susceptible to develop metabolic 

disturbances when the activity of specific intracellular signaling pathways such as STAT3 

and PI3K in the VMH are impaired.  

Sex differences in energy homeostasis are well established.   Here, we found that 

the impairment in the body weight and adiposity in SF1-cre; P110αflox/flox is more 

prominent in female mice under HFD.  Lack of estradiol after menopause is associated 

with an increased likelihood of developing obesity and type 2 diabetes (Carr, 2003). In 

experimental animals, the decrease in circulating levels of E2 by ovariectomy leads to the 

development of hyperphagia, obesity and hyperglycemia, which are reverted by estradiol 

replacement (Silva et al., 2010; Wade & Gray, 1979). In addition, the VMH has been 

considered one of the main sites of action of the ovarian hormone in energy homeostasis, 

since the deletion of the ERα in SF1 neurons increases body weight in females fed with 

HFD (Xu et al., 2011). 

The signaling pathway involved in the actions of E2 on energy homeostasis is not 

fully understood. However, a study carried out by Malyala et al (2008), demonstrated 

through in situ hybridization, that E2 increases the mRNA expression of the catalytic 

subunit of PI3K in the VMH. Furthermore, a single subcutaneous injection dose of E2 

significantly increases AKT phosphorylation in the VMH, but not in the Arc (Park, et al., 

2011). Our results showed that the reduction of PI3K activity in the VMH partially 

reduces the effect of E2 in reducing body weight, adiposity and increasing energy 

expenditure in ovariectomized female mice. Our results reinforce the study carried out by 

Saito and collaborators who similarly demonstrated that the reduction of PI3K activity in 

SF1 neurons partially reduces the effect of E2 on the control of energy homeostasis (Saito 

et al., 2016).  
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 Stimulation of ERα neurons in the vlVMH region using the chemogenetic 

technique, promotes increased BAT activity and heat production in male and female mice, 

evidencing that E2 acts via the VMH to increase energy expenditure (Veen et al., 2020). 

Our results demonstrate for the first time that without preserved PI3K activity in SF1 

neurons, E2 treatment is ineffective in increasing sympathetic activity and BAT 

temperature. These data are reinforced by the recent study by Ye et ai, (2022), showing a 

downstream pathway from ERα vlVMH to 5-HT neurons in the dorsal raphe nucleus to 

increase BAT thermogenesis.  Considering these findings from the literature, we can 

hypothesize that PI3K signaling might be recruited in the ERα-mediated activation of 

high-order hypothalamic circuitry involved in the control of energy expenditure. 

In summary, our study shows that, PI3K pathway plays a crucial role in the 

protection against DIO via VMH neurons. Our results evidence that loss of activity of the 

catalytic subunit P110α in VMH neurons reduces BAT temperature and energy 

expenditure in HFD-fed males and females mice, indicating that PI3K intracellular 

signaling in the VMH is a critical component for the sympathetic activity inputs to the 

BAT and thermogenesis. Furthermore, our findings demonstrate that P110α mediated 

pathway in SF-1 neurons is required to the estradiol effects on the energy homeostasis 

under obesogenic diet.  

 

FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Validation of deletion of catalytic subunit P110α of PI3K in VMH neurons. 

(A) Representative images of phosphorylated AKT (pAKT) in the medio-basal 

hypothalamus 30 minutes after insulin injection (i.c.v 4.4 mU/2μl) in SF1-

cre;P110αflox/flox and P110αflox/flox mice . Testicle weight (B; n=10); seminal vesicle weight 

(C; n=10); plasma testosterone levels (D; n= 10/group); adrenal weight (male: E; n=7 

plasma corticosterone levels (male: F; n= 6-7); uterine (G; n=6-7/group) and ovary weight 
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of females in estrus (H; n=6-7/group); adrenal weight (I; n=8 -11/group); plasma 

corticosterone levels (female: J; n= 6). SF1-cre;P110αflox/flox and P110αflox/flox mice treated 

with regular diet (RD) at 20 weeks of age. Values are shown as ± SEM and the two-tailed 

Student t test was used for two-group comparisons; p*** <0.0001 between groups.  

 

Figure 2. Deletion of P110α catalytic subunit in SF1 neurons of VMH impairs energy 

homeostasis in animals subjected to HFD in a sex-specific pattern. 

Male body weight (A; n = 6/group), body weight delta (B; n=6/group), cumulative food 

intake (C; n = 6/group); female body weight (D; n = 7-9/group), body weight delta (B; 

n=7-9/group), cumulative food intake (C; n= 7-9/group). Data in A and C panels are 

shown as means ± SEM and the repeated-measures ANOVA followed by Bonferroni test 

were used; p** <0.001 and *p <0.05.  Differences between groups were determined by 

Two-Way ANOVA followed by Tukey post-hoc test.  

 

Figure 3. Deletion of P110α catalytic in SF1 neurons of the VMH decreases energy 

expenditure   in males and females fed with HFD. 

O2 consumption over a 24h period (A; n=6/group); area under the curve (AUC) of O2 

consumption (B; n=6-7/group); AUC of carbon dioxide production (VCO2) average over 

a 24h period (C; n=6-7/group); ambulatory movement (D; n=6/group); energy 

expenditure (E; n=6-7/group) in male mice. O2 consumption over a 24h period (F; 

n=6/group); under the curve (AUC) of O2 consumption (G; n=6-7/group); AUC of carbon 

dioxide production (VCO2) average over a 24h period (H; n=6-7/group); ambulatory 

movement (I; n=6/group); energy expenditure (J; n=6-7/group) in female mice. Data as 

means ± SEM and the two-tailed Student t test was used; *p <0.05. 
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Figure 4. Deletion P110α catalytic subunit in SF1 neurons of VMH reduces BAT 

temperature and thermogenic markers in male and female mice subjected to HFD. 

Thermographic images of SF1-cre;P110αflox/flox and P110αflox/flox male and female mice 

(A); Tail temperature (B; n=6/group) and skin temperature in  BAT area in the dark circle 

(C; n=6/group). mRNA relative expression of Ucp1, Cidea, Ppara, Ppargc1a in the BAT 

of male (D; n= 5-7/group) and female SF1-cre;P110αflox/flox and P110αflox/flox mice ( E; n= 

6-7/group).  Data as means ± SEM and the two-tailed Student t test was used; p** <0.001 

and *p <0.05 between groups.  

 

Figure 5. Deletion of P110α catalytic subunit in SF1 neurons of VMH partially 

reduces the effects of 17β-estradiol in OVX females on body weight control. Body 

weight (A; n = 6/group); body weight delta (B; n=6/group) and cumulative food intake in 

OVX control or treated with 17β-estradiol treatment in SF1-cre;P110αflox/flox and 

P110αflox/flox female mice treated with regular diet. Data as mean ± SEM. P* <0.05 

between groups determined by Two-Way ANOVA followed by Tukey post-hoc test.  

Figure 6. Deletion of P110α catalytic subunit in SF1 neurons of VMH attenuates the 

effects of 17β-estradiol in reducing adiposity in OVX female mice. (A)  Weight of 

uterus; (B) Liver; (C) retroperitoneal white adipose tissue weight (rWAT); (D) inguinal 

white adipose tissue (iWAT); (E) and brown adipose tissue (BAT) of SF1-

cre;P110αflox/flox and P110αflox/flox female OVX mice with or without  treatment with 17β-

estradiol (n=6/group). Data as means ± SEM. p** <0.001 between groups determined by 

Two-Way ANOVA followed by Tukey post-hoc test.  

Figure 7. Deletion of P110α catalytic subunit in SF1 neurons of VMH attenuates the 

effects of 17β-estradiol in increasing energy expenditure. 
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Energy expenditure in OVX or OVX+E-treated of SF1-cre;P110αflox/flox and P110αflox/flox   

female mice (n= 6/group). Data are presented as mean± SEM. p* < 0.05 between OVX+V 

and OVX+E the two-tailed Student t test was used. 

 

Figure 8. Deletion of P110α catalytic subunit in SF1 neurons of VMH attenuates the 

effects of 17β-estradiol on sympathetic activity and thermogenesis in the BAT. 

Thermographic images of SF1-cre;P110αflox/flox and P110αflox/flox  OVX  mice with or 

without treatment with estradiol (n=6/group) (A); Tail temperature (B) and temperature 

skin BAT area (C). Plasma noradrenaline levels (D; n=6/group), noradrenaline 

concentration in the BAT (E; n=6/group) and   inguinal white adipose tissue (F, iWAT, 

n=6/group). Data as means ± SEM. p** <0.001 and *p<0.05 between groups determined 

by Two-Way ANOVA followed by Tukey post-hoc test. 

 

Figure 9.  Deletion of the P110α catalytic subunit in VMH SF1 neurons reduces the 

effects of 17β-estradiol in OVX females on increasing gene expression of 

thermogenesis markers. Relative mRNA expression of Ucp1 (A; n= 5-6/group), Cidea 

(B; n= 5-6/group), Ppara (C; n= 5-6/group), and PGC1α (D; n = 5-6/group), in the BAT 

of female mice P110αflox/flox and SF1-cre;P110αflox/flox with or without hormone 

replacement with E2. Data as means ± SEM. *p < 0.05 between groups, determined by 

Two-Way ANOVA followed by Tukey's post-hoc test 

  

SUPPLEMENTAL DATA 

Figure S1. Deletion of P110α catalytic subunit in SF1 neurons of VMH does not 

affect body weight in male and female mice under normal chow diet. 
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Male body weight (A; n = 10/group), body weight delta (B; n= 10/group), cumulative 

food intake (C; n = 10/group); female body weight (D; n = 9-11/group), body weight delta 

(B; n=9-11/group), cumulative food intake (C; n = 9-11/group). Data in A and C panels 

are shown as means ± SEM and the repeated-measures ANOVA followed by Bonferroni 

test were used. P* <0.05.  Differences between groups were determined by Two-Way 

ANOVA followed by Tukey post-hoc test.  

 

Figure S2.  Deletion of P110α catalytic subunit in SF1 neurons increases adiposity 

in female mice fed HFD. Weight of liver, brown adipose tissue (BAT) and 

retroperitoneal white adipose tissue (rWAT) of SF1-cre;P110αflox/flox and P110αflox/flox 

male  (A; n=10). Plasma leptin levels in male (B; n=7). Weight of liver, BAT and WAT 

of SF1-cre;P110αflox/flox and P110αflox/flox  female mice  (C; n=10). Plasma leptin levels in 

females (D; n=7) under normal chow diet. Weight of liver, BAT and rWAT of SF1-

cre;P110αflox/flox and P110αflox/flox male mice  (E; n=6). Plasma leptin levels in male (F; 

n=7). Weight of liver, BAT and WAT of SF1-cre;P110αflox/flox and P110αflox/flox  female 

mice  (G; n=10). Plasma leptin levels in females (H; n=7) fed HFD. Data as mean ± SEM 

and the two-tailed Student t test was used. p* <0.05 and p** <0.001 between groups.  

 

Figure S3. Deletion of P110α catalytic subunit in SF1 neurons of VMH attenuates 

the effects of 17β-estradiol in increasing oxygen consumption. 

Oxygen consumption (VO2) in OVX or OVX+E-treated (A) or SF1-p110α-KO female 

mice (B; n= 6/group). VO2 during the 24-hour period (C; n= 6/group), the light cycle (D; 

n= 6/group) or the dark cycle (E; n= 6/group) in all four groups. Data are presented as 

mean± SEM. *p<0.05 between OVX+V and OVX+E the two-tailed Student t test was 

used. 
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Figure S4. Deletion of P110α catalytic subunit in SF1 neurons of VMH attenuates 

the effects of 17β-estradiol in increasing carbon dioxide production. 

Carbon dioxide production (VCO2) in OVX or OVX+E-treated (A) or SF1-p110α-KO 

female mice (B; n= 6/group). VO2 during the 24-hour period (C; n= 6/group), the light 

cycle (D; n= 6/group) or the dark cycle (E; n= 6/group) in all four groups. Data are 

presented as mean± SEM. *p <0.05 between OVX+V and OVX+E the two-tailed Student 

t test was used. 

 

Figure S5. Effect of P110α catalytic subunit deletion in SF1 neurons of VMH in OVX 

female mice treated with E2 on locomotor activity 

Locomotor activity in OVX or OVX+E-treated (A) or SF1-p110α-KO female mice (B; 

n= 6/group). Locomotor activity during the 24-hour period (C; n= 6/group), the light cycle 

(D; n= 6/group) or the dark cycle (E; n= 6/group) in all four groups. Data are presented 

as mean± SEM. p* <0.05 between OVX+V and OVX+E the two-tailed Student t test was 

used. 
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FIGURES 

 

Figure 1 (A-J)  
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Figure 2 (A-F) 
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Figure 3 (A-J) 
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Figure 4 (A-E) 
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Figure 5 (A-C) 
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Figure 6 (A-E) 

 

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

U
te

r
u

s 
w

e
ig

h
t 

(g
)

P110 flox/flox SF1-cre; P110αflox/flox

✱✱✱ ✱✱✱

0.0

0.5

1.0

1.5

L
iv

e
r
 w

e
ig

h
t 

(g
)

P110 flox/flox SF1-cre; P110αflox/flox

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

 R
et

ro
p

e
ri

to
n

e
a

l 
W

A
T

  
(g

) ✱✱

P110 flox/flox SF1-cre; P110αflox/flox
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

In
g
u

in
a
l 

W
A

T
  
 w

ei
g
h

t 
(g

)

P110 flox/flox SF1-cre; P110αflox/flox

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

B
A

T
 w

e
ig

h
t 

(g
)

P110 flox/flox SF1-cre; P110αflox/flox

OVX
OVX+E2

OVX
OVX+E2

A B

C D E

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



T e s e -  A l i n e  A l v e s  143 

 

 

Figure 7 (A-E) 
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Figure 8 (A-F) 
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Figure 9 (A-D) 
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Figure S1 (A-F) 
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Figure S2 (A-H) 
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Figure S3 (A-E) 
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Figure S4 (A-E) 
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Figure S5 (A-E) 
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