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RESUMO

SOUZA, G.O. Avaliacdo de dimorfismo sexual na regulacdo central do metabolismo
energético de camundongos. 2020. — 81p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2020.

A manutencédo do peso corporal “ideal” tem sido um dos maiores desafios enfrentados por
homens e mulheres na atualidade. Vivemos hoje uma epidemia de obesidade, que vem causando
reducdo na qualidade de vida e alta taxa de mortalidade em todas as faixas etarias. Por conta
disso, diversas abordagens tém sido desenvolvidas para tratar a obesidade, sendo dietas
balanceadas e atividades fisicas as mais recomendadas. Entretanto, um dos maiores problemas
encontrados hoje diz respeito a propensdo que o organismo apresenta em adquirir de volta o
peso perdido uma vez que os procedimentos utilizados para a perda de peso sdo parados. Uma
caracteristica que precisa ser levada em consideracdo é que homens e mulheres podem
responder fisiologicamente de maneira diferente frente um mesmo tratamento. Assim, torna-se
imperativo conhecer os mecanismos especificos que atuam de maneira a realizar a manutencao
do peso corporal e a homeostase energética em ambos 0s sexos. Para testar a hipétese de que
0s circuitos neurais que regulam o balango energético apresentam caracteristicas sexualmente
distintas, avaliamos camundongos machos e fémeas em situagfes de balanco energético
negativo, balanco energético positivo, bem como na responsividade a hormonios envolvidos na
manutencdo da homeostase energética. Nossos resultados mostraram que as fémeas
apresentam protecdo contra os efeitos da restricdo calérica. Vimos também que os machos sao
mais suscetiveis aos desbalangos metabdlicos e glicémicos causados por alimentagdo rica em
gordura. As fémeas apresentaram maior sensibilidade a leptina, resisténcia a grelina e baixa
secrecdo de GH estimulada pela grelina. A ativagdo neuronal mediada pela grelina, leptina e por
situagdo de jejum n&o apresentaram dimorfismo sexual. Em conjunto, nossos resultados
demonstram que machos e fémeas séo diferentemente afetados por determinadas condi¢des
energéticas e apresentam distinta responsividade hormonal, embora a ativacdo neuronal seja a
mesma entre 0s sexos. Com isso, mais pesquisas visando o desenvolvimento de terapias
especificas para cada sexo podem ser boas opcdes para o tratamento de doengcas como a

obesidade.

Palavras-chave: Dimorfismo sexual. Obesidade. Dietas. Grelina. Hipotdlamo



ABSTRACT

SOUZA, G.0. Evaluation of sexual dimorphism in the central regulation of energy
metabolism in mice. 2020. — 81p. Dissertation (Master in Science) Institute of Biomedical
Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Maintaining an “ideal” body weight today is one of the biggest challenges facing men and women.
We are currently experiencing an obesity epidemic that has caused reduction in life quality and
high mortality rates in all age groups. Several approaches were developed to treat obesity, with
balanced diets and physical exercises being the most recommended. However, one of the biggest
problems is the propensity to regain all the lost weight once treatments for weight loss stopped. It
is noteworthy that men and women may present different physiological responses to the same
treatment. Hence, it is important to know the specific mechanisms that regulates body weight and
energy homeostasis in both sexes. With this in mind, to test the hypothesis that neural circuits
regulating energy metabolism are sexually dimorphic, we evaluated male and female mice under
negative and positive energy balance. Neuronal responsiveness to hormones involved in energy
homeostasis maintenance, such as leptin and ghrelin, was also investigated. Our results show
female mice are protected from caloric restriction effects, since they are more resistant to weight
loss and have a faster recovery compared to male mice. Males are more susceptible to the
metabolic and glycemic imbalances caused by high fat diet. Female mice display higher leptin
sensitivity, ghrelin resistance and lower growth hormone secretion induced by ghrelin. Neuronal
activation induced by ghrelin, leptin or 24 hours fasting were not different between sexes. Taken
together, our results demonstrate that male and female mice are differentially affected by some
energetic conditions and have different hormonal responsiveness. However, neuronal activation
induced by hormones or 24h fasting does not show sexual dimorphism. Thus, development of
specific therapies for each sex could be beneficial for treatment of obesity, increasing therapeutic

efficacy.

Key-words: Sexual dimorphism. Obesity. Diets. Ghrelin. Hypothalamus.
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1 INTRODUCAO

Atualmente um problema crescente e preocupante para a sociedade moderna sé&o
os altos indices de incidéncia da obesidade (Hossain et al., 2007). O desenvolvimento
dessa doenca atingiu niveis alarmantes no mundo inteiro, aumentando principalmente
entre os adolescentes, embora os indices em criancas e adultos também tenha crescido
(Ford et al., 2014). Um censo realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) no ano de 2013, mostrou que cerca de 59,6% dos brasileiros adultos
apresentavam sobrepeso (indice de massa corpérea [IMC] 2 25kg/m?), sendo que desse
total, aproximadamente 20,8% eram individuos obesos (IMC = 30 kg/m?).

A obesidade apresenta alto risco a salde humana ndo apenas pelo excessivo
acumulo de gordura no organismo, mas também por propiciar o rapido desenvolvimento
de outras comorbidades, como problemas cardiovasculares, diabetes, sindrome
metabdlica e alguns tipos de cancer, que quando somados, diminuem drasticamente a
qualidade e expectativa de vida humana (Cummings and Schwartz, 2003; Roberts et al.,
2010). A relagdo entre o desenvolvimento dessas comorbidades e a obesidade é bem
estabelecida nos homens, entretanto, ndo € bem caracterizada nas mulheres, sendo os
mecanismos responsaveis por influenciar essas caracteristicas distintas entre 0s sexos
pouco compreendidos (Palmer and Clegg, 2015).

Sendo a obesidade caracterizada por progressivo acumulo de adiposidade,
decorrente principalmente por situacdes prolongadas de ingestdo calérica superior ao
gasto energético do organismo, diversos fatores sdo capazes de influenciar diretamente
o seu desenvolvimento. Esses fatores podem ser tanto genéticos, ambientais ou sociais,
como por exemplo a educacgao alimentar e a condicdo econdémica (French et al., 2001;
Brantley et al.,, 2005). Entretanto, acredita-se que os fatores genéticos sejam
responsaveis pela maior parte da variabilidade do IMC (Ravussin and Bogardus, 2000).
Devido a interacao desse conjunto de fatores, torna-se dificil determinar com precisao se
existem diferencas fisiologicas que propiciam o ganho de peso entre homens e mulheres
(Palmer and Clegg, 2015).
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1.1 O dimorfismo sexual esta presente em diversos aspectos da fisiologia

Naturalmente, na maior parte das espécies de mamiferos existem diferencas na
aparéncia fisica de machos e fémeas, com o tamanho corporal sendo uma das
caracteristicas com distingcdes mais marcantes. Na maior parte dos casos, os machos
sendo claramente maiores do que as fémeas (Rosenfeld, 2004).

Se pensarmos em uma origem primaria para essas diferencas entre 0os sexos, €
bem estabelecido que existe um efeito direto dos cromossomos sexuais X e Y ndo apenas
para o desenvolvimento das caracteristicas fenotipicas, como também sobre a funcao
celular do organismo masculino e feminino (Mauvais-Jarvis, 2015). Por exemplo, o
cromossomo Y atuaria acelerando o metabolismo celular da glicose e o crescimento.
Dessa forma, embrifes XY apresentariam maior taxa metabdlica e desenvolvimento mais
rapido em relacdo a embrides XX. Com isso, papel importante seria atribuido a esses
cromossomos para programar diferencas sexuais na regulacdo metabdlica (Mauvais-
Jarvis, 2015).

Nesse contexto, uma variavel importante que precisaria ser levada em
consideracao € que o fator sexo pode afetar a fisiopatologia, prevaléncia e sintomas de
diversas doencas. Essas diferencas sexuais representam uma caracteristica de
fundamental importancia tanto na fisiologia quanto na doenca pois representam fatores
biolégicos relacionados ao sexo que podem levar ao desenvolvimento de melhores
tratamentos para as patologias (Mauvais-Jarvis, 2018).

Em humanos sabe-se que a composicao corporal apresenta diferenca significativa
entre 0s sexos, com 0s homens possuindo geralmente mais massa magra muscular do
qgue as mulheres, enquanto estas apresentam mais tecido adiposo (Wells, 2007). Esse
dimorfismo sexual comeca a aparecer logo no inicio da vida, mas torna-se mais
proeminente a partir da puberdade, quando as mulheres passam a desenvolver mais
massa adiposa e os homens mais massa magra (Wells, 2007).

Também é possivel notar a partir desse periodo do desenvolvimento que o local
de armazenamento dos estoques energéticos no tecido adiposo branco (TAB) difere
entre 0s sexos. O TAB é dividido em subcutaneo ou visceral (Bjorntorp, 1997). O
organismo das mulheres armazena a massa gorda preferencialmente nos depdositos

subcutédneos, sendo os quadris, coxas e gluteos o0s principais locais para esse
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armazenamento. Esse padrédo de armazenamento confere as mulheres a forma corpérea
de “pera” ou padrao ginoide (Enzi et al., 1986; Palmer and Clegg, 2015). Por outro lado,
0 organismo dos homens armazena mais gordura nos depdsitos viscerais, principalmente
na regido intra-abdominal, o que confere ao homem a forma corporal de “maca” ou padrao
androide (Enzi et al., 1986; Palmer and Clegg, 2015).

Interessantemente o padrdo gindide das mulheres é defendido somente até a
menopausa. Com o inicio desse periodo, o organismo das mulheres passa a armazenar
gordura nos mesmos depositos viscerais que os homens (Gambacciani et al., 1997,
Palmer and Clegg, 2015). Esses efeitos estdo associados com a diminuicdo dos niveis
circulantes de estrogenos, o que demonstra a importancia dos hormonios sexuais para a
manutencgao da adiposidade nas mulheres (Lee et al., 2009; Brown and Clegg, 2010).

Por conta dessa distribuicdo distinta, homens e mulheres podem ser
diferentemente afetados pela obesidade. A deposicdo de gordura nos depdsitos
viscerais, como acontece nos homens, apresenta maior relacdo com o surgimento das
comorbidades associadas a obesidade (Wajchenberg, 2000), uma vez que esse depdsito
é fonte de citocinas proé-inflamatorias que auxiliam no desenvolvimento da resisténcia a
insulina (Trayhurn, 2005; Shulman, 2014). Esse tecido adiposo também é relativamente
insensivel a insulina, o que torna a acao desse horménio prejudicada em individuos com
obesidade visceral (Carey et al., 1996). Por outro lado, o acumulo de gordura nos
depdsitos subcutaneos caracteriza baixa mortalidade relacionada a diabetes bem como
de problemas cardiovasculares (Van Pelt et al., 2002). Com isso, fica claro que o
desenvolvimento das comorbidades associadas a obesidade sdo mais decorrentes nos
homens do que nas mulheres, embora elas se tornem mais propicias a desenvolver essas
complicagbes quando chegam na menopausa e o padrao de adiposidade é alterado
(Figura 1).
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Figura 1. Dimorfismos sexuais na homeostase metabdlica e na doenga. O painel esquerdo representa 0s
machos e o painel direito representa as fémeas. Abreviacdes: ARH POMC = neurdnios do nicleo arqueado
do hipotalamo que expressam a proopiomelanocortina; TAB = tecido adiposo branco; TAM = tecido adiposo
marrom (Adaptado de (Mauvais-Jarvis, 2015)

Para que o peso e a composic¢ao corporal sejam mantidos dentro de um set point
considerado ideal para o organismo, diversos mecanismos existem para perceber
alteracdes no balanco energético e iniciar respostas que visam regular aspectos
envolvidos na manutencdo do peso corporal, tais como a ingestdo alimentar e gasto
energético. Dentre os principais reguladores do balanco energético, destaque é dado

para o hipotalamo.

1.2 Hipotalamo e a requlacdo neural da ingestao alimentar: requlacao
sexualmente distinta?

O hipotalamo esta localizado no diencéfalo e permite a conexao entre o sistema
nervoso e o sistema endocrino por meio da glandula hipofise. E capaz de receber e
integrar informacgdes do ambiente, dos sistemas periféricos e de regides cerebrais
superiores, o tornando capaz de desempenhar papel importante na regulagcao da
homeostasia. O hipotalamo também desempenha papel importante para o controle da
homeostase glicémica, sendo um alvo promissor para o desenvolvimento de terapias

farmacolodgicas visando o tratamento de diversas doengas metabdlicas (Donato, 2012)
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O hipotalamo é uma das regibes cerebrais mais sexualmente distintas tanto
anatomicamente quanto funcionalmente (Swaab and Fliers, 1985; Hofman and Swaab,
1989; Panzica and Melcangi, 2016). Dentre essas regides, as mais bem caracterizadas
sdo aquelas envolvidas no controle da reproducdo e do comportamento sexual. Por
exemplo, um sistema peptidérgico que é fortemente distinto entre 0s sexos é o sistema
da kisspeptina. Esse sistema € caracterizado por duas populacdes neuronais: uma
localizada no nucleo periventricular anteroventral (AVPV) e outra no nacleo arqueado do
hipotadlamo (ARH). Esses neurdnios se projetam principalmente para os neurbnios que
produzem o hormdnio liberador de gonadotrofinas (GnRH), que controlam a secrecéo das
gonadotrofinas pela hipéfise (Dungan et al., 2006). Foi mostrado que esse sistema
apresenta maior densidade de fibras e neurdnios kisspeptinas nas fémeas do que nos
machos (Kauffman et al., 2007).

Além das diferencas no numero de células e fibras, a funcionalidade desses
neurdénios também pode ser divergente. A ativacao de neurdnios tirosina hidroxilase (TH)
no AVPV das fémeas é responsavel por promover o comportamento maternal, enquanto
nos machos a ativacdo dessa mesma populacdo neuronal ndo apresenta efeitos no
comportamento parental, mas caracteriza diminuicdo do comportamento agressivo para
com outros machos (Scott et al., 2015).

Embora diferencas entre machos e fémeas tenham sido demonstradas no
hipotadlamo, pouco é conhecido sobre dimorfismos sexuais no controle central do
metabolismo energético. A regulacdo desse aspecto envolve a integracdo de sinais
nutricionais, hormonais e neurais no hipotdlamo, sendo duas populacdes neuronais
localizadas no ARH responséaveis por essa modulacédo.

Localizados lateralmente no ARH, 0s neurGnios que co-expressam a pro-
opiomelanocortina (POMC) e o transcrito regulado por cocaina e anfetamina (CART) séo
0s neurbnios com efeitos anorexigénicos mais bem descritos no SNC, onde sua ativagéo
€ capaz de induzir a diminuicdo da ingestdo alimentar e aumento do gasto energético
(Edwards et al., 2000; Zhan et al., 2013).

O neuropeptideo POMC é clivado em subprodutos, sendo um deles o horménio
estimulador de melandcito a (a-MSH) (Krude et al., 1998; Yaswen et al., 1999). O a-

MSH é capaz de atuar em neurdnios localizados no nucleo paraventricular do
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hipotalamo (PVH) que expressam o receptor para melanocortina 4 (MC4R) e possuem
efeitos anoréticos (Shah et al.,, 2014). A acdo agonista do a-MSH sobre esses
receptores possibilita maior estimulo dos sinais anorexigénicos, levando a diminuigcéo
da ingestao alimentar, aumento do gasto energético e alteracbes no metabolismo da
glicose (Parton et al., 2007; Shah et al., 2014). Camundongos deficientes do MC4R
apresentam hiperfagia e obesidade (Huszar et al., 1997).

Em ambos os sexos a perda da expressao dos neurénios POMC no hipotalamo é
responsavel por aumento do consumo alimentar e diminuicdo do gasto energético com
consequente aumento da adiposidade. Curiosamente, esses dois ultimos efeitos sendo
mais efetivos nas fémeas do que nos machos (Burke et al., 2016). Também ja foi
demonstrado que o hipotdlamo das fémeas apresenta maior abundancia de projecoes
dos neurdnios POMC e mais mRNA para esse neuropeptideo, o que poderia estar
relacionado com o menor consumo alimentar observado em fémeas (Nohara et al., 2011).

Enguanto os neurdénios POMC/CART geram sinais anorexigénicos, 0s neurénios
que co-expressam a proteina relacionada ao Agouti (AgRP) e o neuropeptideo Y (NPY)
estdo localizados na porg¢ao ventromedial do ARH e representam a populagdo neuronal
responsavel por ocasionar aumento do consumo alimentar e diminuicdo no gasto
energético, dessa maneira auxiliando na conservacdo de energia e do peso corporal
(Gropp et al., 2005). O peptideo AgRP liberado pela ativacdo desses neurbnios atua
como antagonista do MC4R, assim blogueando os efeitos do a-MSH, ao passo que o
NPY regula a atividade neuronal atuando em receptores Y (Gropp et al., 2005; Luquet et
al., 2005). Esses neurdnios também apresentam acéo inibitéria direta sobre os neurdnios
POMC, por meio de liberagao sinaptica de acido y amino-butirico (GABA) (Tong et al.,
2008).

Diferentemente dos neurénios POMC que atuam por meio da cascata de
sinalizacdo da melanocortina para induzir efeitos na ingestdo alimentar e no gasto
energético, os neurbnios AgQRP/NPY sdo capazes de modular esse comportamento de
maneira independente dessa via, uma vez que os efeitos desses neurbnios ndo séao
prejudicados pela delecdo dos MC4Rs (Krashes et al., 2011).

Sabe-se que a expressdo de NPY é sexualmente distinta em roedores adultos,

com os machos possuindo expressédo maior de mRNA para esse peptideo no ARH (Urban
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et al., 1993). Em humanos, também foi sugerido que disfuncdes no sistema AgRP/NPY
podem estar mais relacionadas com o desenvolvimento de problemas metabdélicos como
diabetes tipo 2 em homens (Campbell et al., 2007).

Por outro lado, em roedores, aparentemente as fémeas sdo mais sensiveis a
manipulacdes do sistema AgRP/NPY. Em camundongos C57B1/J6 foi sugerido que a
expressdo de AgRP é maior nas fémeas (Lensing et al., 2016) e elas apresentam maior
reducdo do gasto energético em resposta ao AgRP, embora a reducao inicial seja mais
rapida nos machos (Goodin et al., 2008).

Essas duas populacdes neuronais estdo anatomicamente localizadas proximas a
eminéncia mediana, o que possibilita sua rapida ativacdo por fatores presentes na
circulacdo que sao capazes de transmitir para 0 SNC o estado energético do organismo
(Schwartz et al., 2000; Woods and Seeley, 2000).

1.3 Sinalizadores adipostaticos: possiveis determinantes de respostas
sexualmente distintas

Dentre os fatores que regulam o metabolismo energético, merecem destaque 0s
hormdnios leptina, insulina e os esteroides sexuais (Schwartz et al., 1992; Zhang et al.,
1994; Brown and Clegg, 2010). Ainda, outro horménio que vem ganhando bastante
atencdo por conta de seus efeitos sobre o balanco energético € a grelina (Wang et al.,
2014; Al Massadi et al., 2017). Foi demonstrado a existéncia de dimorfismo sexual em
relacdo as concentracfes séricas desses hormonios, o que pode sinalizar que a
mensagem que é transmitida para o SNC a respeito do balanco energético pode ser
diferente entre 0s sexos e consequentemente pode coordenar mecanismos distintos para

a regulacao central do metabolismo energético.

1.3.1 Leptina

A leptina € um horménio secretado pelos adipécitos em proporcdo direta com a
adiposidade corporal, sendo o principal marcador dos estoques energéticos do
organismo (Considine et al., 1996). Assim, dentre suas func¢des, a principal € a de
informar para o cérebro a condicdo energética do nosso corpo, coordenando funcdes

como ingestao alimentar e gasto energético. A leptina também apresenta importante acao



23

na modulacdo da homeostase e dos eixos neuroenddcrinos (Ramos-Lobo and Donato,
2017).

Os efeitos da leptina ocorrem por meio da ativagdo do seu receptor cognato, o
LepR (também denominado Ob-Rb) (Bjgrbaek et al., 1997), que esta presente em
diversos tecidos periféricos e amplamente distribuido no SNC. De maneira simplista,
guando a leptina ativa 0 seu receptor, ocorre recrutamento da proteina Janus quinase 2
(JAK2), que promove fosforilacdo de residuos tirosina do LepR. A principal via de
sinalizacdo ativada nesse processo € a do transdutor de sinal e ativador de transcricéo 3
(STAT3) (Vaisse et al., 1996; Bates et al., 2003), que ap0s fosforilado (pSTAT3), migra
para o ndcleo celular e regula a transcricao génica.

Sendo um hormonio responséavel por informar o cérebro dos estoques energéticos,
os efeitos induzidos pela acdo da leptina ocorrem de maneira mais robusta em situagdes
na qual a adiposidade pode sofrer rapidas alteracdes. E o que ocorre por exemplo em
situacdes de jejum ou restricdo caldrica. Durante esses momentos, 0s hiveis de leptina
diminuem intensivamente (Leibel, 2002). Essa rapida reducdo promove alteracdes
significativas no metabolismo e nos eixos neuroenddcrinos que visam economizar
energia para garantir a sobrevivéncia durante o periodo de escassez alimentar (Ramos-
Lobo and Donato, 2017).

Com isso, através da integracéo de sinais nos neurdnios do ARH essa diminui¢ao
da leptina circulante ira promover a procura por alimento, de maneira a restaurar os
estoques energéticos (Belgardt and Briining, 2010). Isso ocorre pois 0s neurénios AgRP
gue naturalmente estariam inibidos pela leptina, perdem esse ténus inibitério, podendo
assim induzir a sensacado de fome (Takahashi and Cone, 2005; Belgardt and Brining,
2010). Concomitantemente, a reducdo nos niveis de leptina também previne a
estimulacdo dos neurénios POMC, o que aumentaria a sensacao de fome (Cowley et al.,
2001).

Além de efeitos na ingestdo alimentar, a leptina também é capaz de afetar o gasto
energeético. Atuando em neurénios no nucleo dorsomedial do hipotalamo (DMH), a leptina
promove o aumento do tdnus simpatico que é enviado ao tecido adiposo marrom (TAM),
aumentando a termogénese (Enriori et al., 2011). Animais com dele¢do do LepR nos

neurénios do DMH sdo obesos, apresentam baixo gasto energético e diminuicdo da
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resposta termogénica (Rezai-Zadeh et al., 2014). Ainda, a leptina pode influenciar o gasto
energético por mecanismos neuroendoécrinos através de acfes nos neurénios TRH do
PVH, afetando a funcéo tireoidiana. Em situagfes de restricdo caldrica, por exemplo, a
diminuicdo da leptina ocasiona supressdo dos neurdnios TRH, assim afetando a agéo
dos horménios tireoidianos e economizando energia (Ahima et al., 1996).

Estudos da literatura mostram que as concentragcfes circulantes de leptina séo
distintas entre os dois sexos. Isso pode acarretar em diferencas em relagcdo a
sensibilidade a leptina e pode estar relacionado com o diferenciado padrao de estocagem
adiposa. Além de possuirem relativamente mais leptina circulante pelo fato de possuirem
mais massa adiposa total, é sugerido que as fémeas podem possuir maior sensibilidade

central as acdes da leptina em relagdo aos machos (Clegg et al., 2003).

1.3.2 Insulina

A insulina € um dos principais horménios anabdlicos do organismo, sendo
secretada pelas células B pancreaticas frente ao aumento da glicose circulante. E
responsavel por exercer diversas agfes metabdlicas, neuroenddcrinas e neurotréficas,
onde também foi descrito que também possui papel na regulacédo do peso corporal e da
ingestao alimentar através de acdo no SNC (Morton et al., 2006; Pliquett et al., 2006; Qiu
et al., 2014).

As acodes da insulina no SNC ocorrem por meio da ativagédo dos seus receptores
especificos (IR) que estdo distribuidos em padrBes distintos em diversas regides
cerebrais, tais como o bulbo olfatério, cértex cerebral, hipotdlamo e cerebelo, por exemplo
(Schulingkamp et al., 2000). Por meio desses receptores hipotalamicos, a insulina é
capaz de regular o peso corporal por meio de mecanismos semelhantes aos da leptina
(Schwartz et al., 2000; Belgardt and Brining, 2010). Assim, a insulina atua promovendo
excitagdo dos neuronios POMC e inibicdo dos neurdnios AgRP, o que proporciona
aumento dos sinais anorexigénicos, levando a diminuicédo da ingestéo alimentar (Belgardt
and Brining, 2010; Qiu et al., 2014). Administracdo intracerebroventricular (icv) de
insulina promove expressao de c-fos nos neurénios POMC e diminuigdo do consumo

alimentar (Qiu et al., 2014). Com isso, por meio de acao hipotalamica, a insulina é capaz
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de induzir anorexia e perda de peso, enquanto a inibicdo da sua sinalizacdo no
hipotalamo gera efeito oposto (Obici et al., 2002)

Assim como ocorre com a leptina, foi demonstrado que o cérebro dos machos
apresenta maior sensibilidade as ac¢fes da insulina, além do fato de os machos
apresentarem concentracdes circulantes de insulina maior do que as fémeas (Clegg et
al., 2003). Foi sugerido também que os niveis de andrégenos e de estradiol poderiam
influenciar nessa sensibilidade central a insulina, uma vez que quando o organismo
possui proporcionalmente menos estrégeno, ocorreria favorecimento dessa sensibilidade

a insulina (Clegg et al., 2006).
1.3.3 Estrégenos

Os estrégenos representam o0s principais hormoénios sexuais femininos, cuja
secrecao pelas gbnadas esté sobre o controle do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal
(Blaustein, 2008). O principal estrégeno é o 17p-estradiol (E2), que além de apresentar
maior nivel circulante, esta envolvido em diversas funcdes fisioldgicas, tais como o
crescimento, desenvolvimento e principalmente na reproducao (Blaustein, 2008).

Além das acdes classicas, a adiposidade também pode ser modulada pelo
estradiol (Gong et al., 1989; Bjorntorp, 1997). A adiposidade visceral varia inversamente
de acordo com os niveis de E2 (Bjorntorp, 1997), o que confere certa protecdo as
mulheres. Quando existe diminuicdo das concentracdes séricas desse hormbnio, como
durante a menopausa, o padrdo de adiposidade nas mulheres é alterado (Gambacciani
et al., 1997; Woods et al., 2003). Com isso, 0 organismo feminino passa a armazenar
gordura principalmente nos depdsitos viscerais (Gambacciani et al., 1997). Esses efeitos
de ganho de peso e hiper adiposidade também podem ser vistos em fémeas
ovarectomizadas (OVX) (Clegg et al., 2006). Tratamento com E2, mas nao com
progesterona, € capaz de prevenir esses efeitos obesogénicos (Schwartz and Wade,
1981), demonstrando assim importante papel protetor do estradiol.

O peso corporal e a distribuicdo da adiposidade sé@o regulados pelo estrégeno
através dos seus receptores nucleares, o receptor de estrogeno-a (ERa) e -B (ERPB)
(Brown and Clegg, 2010). Dentre esses receptores, o ERa € o principal para as a¢des do
estradiol sobre o metabolismo energético, enquanto o ERB aparentemente funciona mais

como um modulador das ac¢des estrogénicas (Brown and Clegg, 2010). Fémeas com
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delecao global do ERa apresentam aumento de adiposidade devido a hiperfagia e baixo
gasto energético (Heine et al., 2000). Camundongos machos com dele¢do do ERa no
cérebro apresentam desenvolvimento de obesidade modesta, o que sugere o papel
desse receptor na regulacdo do peso corporal e adiposidade em ambos os sexos (Heine
et al., 2000).

Diversas areas cerebrais envolvidas na regulacdo do comportamento alimentar
expressam ERa, como por exemplo o ARH, o nucleo ventromedial do hipotalamo (VMH)
e nucleo do trato solitario (NTS) (Merchenthaler et al., 2004). Nessas areas as fémeas
apresentam maior expressao do ERa do que os machos, sugerindo um importante
dimorfismo sexual (Cao and Patisaul, 2011). No ARH, cerca de 20-30% dos neurbnios
POMC expressam o ERa (De Souza et al., 2011; Xu et al., 2011). Fémeas com delecao
do ERa nesses neurdnios desenvolvem hiperfagia e ganho de peso modesto, enquanto
machos com essa mesma delecdo ndo apresentam nenhuma alteracdo de fendtipo (Xu
et al., 2011).

Administracdo de E2 diretamente no VMH de ratas € capaz de promover
termogénese (Martinez De Morentin et al., 2014). A delegdo genética do ERa nesse
ndcleo induz obesidade nas fémeas principalmente por mudancas no gasto energético
ao invés de afetar o consumo alimentar, mas ndo afeta a homeostase energética nos
machos (Musatov et al., 2007; Xu et al., 2011). Esses resultados indicam que o ERa nos
neurénios POMC e no VMH contribuem para diferencas na regulacdo do peso corporal
entre machos e fémeas.

Os efeitos dos estrogenos sobre a ingestdo alimentar também foram
demonstrados por meio de experimentos com ratas submetidas a ovarectomia, onde
estas apresentaram diminuicao da producéo de estrégenos e aumento sutil no consumo
alimentar e no peso corporal (Asarian and Geary, 2002; Clegg et al., 2006). Também foi
proposto que os efeitos do estrogeno em modular o consumo alimentar ocorreria por meio
de interagdo com outros peptideos importantes para a regulacdo do consumo alimentar
(Brown and Clegg, 2010). Por exemplo, para diminuir a ingestdo alimentar, o estradiol
pode atuar nos seus receptores no hipotalamo diminuindo a liberacédo e expressao de
NPY (Wade et al., 1985; Bonavera et al., 1994). Deficiéncia de estradiol, por outro lado,

resulta em aumento da expressédo de NPY no PVH assim como aumento da expressao
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de mRNA para NPY no ARH (Pelleymounter et al., 1999; Ainslie et al., 2001). Também,
ja foi mostrado que o estradiol atua diminuindo os sinais orexigénicos da grelina (Clegg
et al., 2007).

Os neurbnios que expressam ERa estdo localizados em diversos nucleos
hipotalamicos que também expressam o LepR, por isso inicialmente foi proposto que os
neurénios que expressavam ERa também expressavam o LepR (Diano et al., 1998).
Entretanto, trabalhos mais recentes mostraram que a co-localizacdo entre esses
receptores no hipotalamo € baixa e restrita a alguns nacleos, como no ARH (28% de co-
localizacdo apenas) e tende a diminuir apds a remocao das gonadas (Da Silva et al.,
2014). Ainda, as areas que apresentavam grande co-localizacéo séo relacionadas com a
regulacdo do eixo gonadal, enquanto nas regides hipotalamicas envolvidas com a
homeostase energética, a co-localizacao foi minima (Kim et al., 2016). Esses trabalhos
demonstram que a interacao entre esses receptores ndo € necessaria para os efeitos dos

estrogenos em modular a homeostase energética.

1.3.4 Grelina

A grelina é produzida por células enteroenddcrinas presentes na mucosa géastrica
oxintica e atua como um potente estimulador da secrecédo de GH (Kojima et al., 1999;
Wren et al., 2001). Além disso, a grelina possui importante acdo no metabolismo
energético, sendo um dos poucos horménios capazes de induzir a ingestdo alimentar
bem como aumentar a adiposidade (Tschop et al., 2000; Nakazato et al., 2001). As acdes
da grelina para modular o comportamento alimentar, adiposidade e homeostase da
glicose se dao principalmente através do receptor secretagogo do horménio do
crescimento (GHSR), que € abundantemente expresso no hipotalamo (Guan et al., 1997),
principalmente nos neurdnios AQRP/NPY (Zigman et al., 2006).

Quando os neurdnios AgRP sé&o ativados pela grelina, ocorre expressao de c-fos,
aumento da transcricdo de neuropeptidios orexigénicos como AgRP e NPY, bem como
0s neurdnios AgRP séo despolarizados (Hewson and Dickson, 2000; Nakazato et al.,
2001; Lawrence et al., 2002; Cowley et al., 2003). Nos neurénios POMC, a grelina atua
indiretamente gerando hiperpolarizacédo e inativacdo da sua atividade, principalmente
pela liberagdo de GABA mediada pela ativacdo dos neurénios AgRP (Cowley et al.,
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2003). Ainda, a grelina também atua inibindo a secre¢ao de a-MSH (Cowley et al., 2003),
dessa maneira possibilitando sinais orexigénicos mais potentes.

As condi¢gbes metabdlicas do organismo, assim como para outros horménios,
também s&o necessarias para regular as acgfes da grelina sobre a homeostase
energética (Briggs and Andrews, 2011). Por exemplo, em animais com obesidade
induzida por dieta, foi visto que a grelina periférica ndo consegue aumentar o consumo
alimentar (Perreault et al., 2004), bem como os circuitos do apetite relacionados com o0s
neurdnios AgRP sé&o prejudicados (Bouret et al., 2008). Um estudo demonstrou que em
situacdo de balanco energético positivo, ocorre resisténcia a grelina, causada tanto por
incapacidade da grelina em ativar os neurénios AgRP no ARH como em estimular a
liberac@o de peptideos em alvos sinapticos em outros nucleos hipotalamicos (Andrews,
2011; Briggs et al., 2011). Por outro lado, em situacédo de privacdo energética tais como
jejum, ma nutricdo e anorexia nervosa, existe intensa liberacdo de grelina na circulagéo
(Goldstein et al., 2011; Mihalache et al., 2016; Cabral et al., 2017).

Similar a leptina e insulina, foi demonstrado que a acdo da grelina no sistema
nervoso de ratos machos e fémeas ocorre de maneira diferente entre os sexos. Apoés
tratar ratos machos, fémeas intactas e fémeas OVX com injecao intraperitoneal (i.p.) ou
icv de grelina, foi visto que tanto nos machos como nas fémeas OVX houve aumento no
consumo alimentar em resposta a grelina, entretanto, as fémeas intactas néo
apresentaram esse efeito. Mesmo aplicando doses distintas de grelina, as fémeas
intactas ndo tiveram aumento expressivo no consumo alimentar quando comparado com
0S outros dois grupos experimentais.

Nesse sentido, ficou demonstrado que a poténcia da grelina em estimular o
consumo alimentar é menor em fémeas intactas do que em machos ou fémeas sem
gbnadas. De maneira a confirmar essa hipotese, as fémeas OVX foram tratadas com
estrogeno, e foi visto que a acdo da grelina em estimular o consumo alimentar ndo estava
mais presente (Clegg et al., 2007). Assim, esse estudo demonstrou que as fémeas nao
sdo responsivas as acdes da grelina da mesma maneira que 0os machos e que 0s

hormdénios ovarianos estao envolvidos com esse eixo regulatorio.
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2 JUSTIFICATIVA

Fisiologicamente, o organismo dos homens e das mulheres podem apresentar
caracteristicas distintas no desenvolvimento e prevaléncia de doengas; assim como
podem responder de maneira diferenciada a horménios e medicamentos, 0 que acaba
influenciando diretamente nas experimentacdes e testes clinicos (Lee, 2018). Por conta
dessa questdo, é imprescindivel que o fator sexo seja considerado durante o
desenvolvimento de pesquisas que visam melhorias a qualidade da saude humana.
Entretanto, até pouco tempo, esse pensamento nao era realmente muito aplicado, tendo
em vista que poucas pesquisas realmente utilizavam os dois sexos nhos seus
experimentos. Na grande maior parte dos trabalhos, havia predominancia de
experimentos com animais machos (Lee, 2018).

Recentemente, os National Institutes of Health (NIH) dos Estados Unidos
aprovaram politicas que requerem que 0s pesquisadores incluam nas suas pesquisas
ambos o0s sexos, sendo essa inclusdo um fator importante para a liberacdo de
financiamento cientifico (Clayton and Collins, 2014). O fato de agéncias fomentadoras de
pesquisa passarem a exigir a inclusdo de machos e fémeas nos projetos a serem
financiados demonstra o quéo importante € estudar os dimorfismos sexuais existentes
nos circuitos que visam manter a nossa homeostase.

Com isso, devido & escassez de trabalhos cientificos com fémeas; bem como os
diferentes niveis circulantes de hormdnios reguladores do metabolismo energético e a
diferenciada manutencdo da composi¢cao corporal entre machos e fémeas, achamos
plausivel estudar e identificar componentes sexualmente distintos envolvidos na
circuitaria neural-hipotalamica que regula o metabolismo energético e glicémico de

camundongos machos e fémeas.
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3 OBJETIVO

O principal objetivo desse trabalho consistiu em estudar como oS mecanismos
neurais e hormonais que regulam o peso corporal, 0o balanco energético e a glicemia

podem apresentar caracteristicas distintas entre 0s sexos.

3.1 Objetivos especificos

De maneira a atingir o objetivo do trabalho, propomos o0s seguintes objetivos
especificos:

1. Comparar entre os sexos os efeitos induzidos por uma condicao de
balanco energético negativo (5 dias de restricdo alimentar de 60%) e sua
recuperacao;
2. Comparar entre 0s sexos a predisposicao a obesidade induzida pelo
consumo de uma dieta hiperlipidica;
3. Comparar entre machos e fémeas o efeito induzido pelo jejum na
expressdo do marcador de ativagdao neuronal c-fos no ARH de
camundongos;
4, Comparar entre machos e fémeas o niumero de neurdnios que séo
responsivos a leptina ou que expressam o receptor de leptina em diferentes
nacleos hipotalamicos;
5. Comparar entre machos e fémeas o numero de neurdnios

hipotalamicos que sdo responsivos a grelina;

6. Estudar as diferencas entre machos e fémeas na regulacéo
glicémica;
7. Comparar entre 0os sexos a sensibilidade aguda a hormdnios

envolvidos no controle da ingestao alimentar (leptina e grelina);

8. Avaliar entre os dois sexos a secrecdo de GH estimulada pela grelina
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Todos os experimentos foram realizados em conformidade com as diretrizes do
NIH e com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) para o cuidado e uso de animais de laboratério. Os
experimentos foram previamente aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (protocolo
namero 73/2017).

Todos os animais utilizados foram mantidos em biotério com condigBes ambientais
padrdo, com ciclo claro/escuro de 12h/12h, temperatura de 21-23°C, com acesso a agua
e racdo ad libitum, exceto quando especificado.

4.1.1 C57BL/6

Camundongos selvagens C57BL/6 machos e fémeas com 3 meses de vida foram

utilizados para os experimentos in vivo e para experimentos histolégicos com grelina.

4.1.2 AgRP/Tomato

Para a obtencdo de animais que expressam a proteina fluorescente tdTomato
somente em neurdnios de interesse ao estudo, realizamos cruzamentos com dois
modelos de animais geneticamente modificados por meio da tecnologia Cre-LoxP. Foram
cruzados animais que expressam a enzima Cre recombinase condicionada ao promotor
génico dos neurdnios AgRP (Agrptmicre)lowl/J The Jackson Laboratory) com outro modelo
de animal geneticamente modificado chamado tdTomato-reporter (B6;129S6-
Gt(ROSA)26SortmI(CAG-dTomato)Hze/J - The Jackson Laboratory). Esse segundo modelo
possui um bloqueador de transcrigdo flanqueado por sitios LoxP que impede a expressao
da proteina tdTomato. Quando cruzamos esses dois animais, a enzima Cre recombinase
reconhece os sitios LoxP, removendo o bloqueador de transcricdo e permitindo assim
que a proteina tdTomato seja expressa.

Com isso geramos animais que expressam a proteina fluorescente tdTomato

apenas nas células que expressam a enzima Cre, dessa maneira permitindo a
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visualizacdo especifica dos neurdnios AgRP. Foram utilizados animais AgRP/Tomato

machos e fémeas com 3 meses de idade para experimentos histolégicos.

4.1.3 LepR/Tomato

Outro modelo de animal geneticamente modificado que utilizamos sé&o
caracterizados por possuirem expressao da proteina fluorescente tdTomato somente nas
células que expressam o receptor para leptina (LepR). Esses animais foram obtidos por
meio do cruzamento de animais que possuem a enzima Cre recombinase condicionada
ao promotor do gene do LepR (B6.129-Leprim2eRek/j The Jackson Laboratory) com o
mesmo modelo geneticamente modificado tdTomato-reporter induzivel por Cre citado
anteriormente.

Desse cruzamento obtivemos animais que expressam a proteina tdTomato em
todas as células que expressam o receptor para leptina (modelo LepR/Tomato). Foram
utilizados animais LepR/Tomato machos e fémeas com 3 meses de vida para
experimentos histolégicos.

4.2 Caracterizacao dos efeitos metabodlicos e glicémicos induzidos pela
restricao alimentar e sua recuperacao

Para avaliar entre os sexos o0s efeitos decorrentes de uma situagao
energeticamente restritiva, os animais (n=27 machos e 26 fémeas) foram condicionados
a protocolo de restricao alimentar (R.A.) de 60% com subsequente realimentacao.
Inicialmente, os animais foram individualizados por um periodo minimo de 5 dias para
habituacdo. Entdo, o consumo alimentar basal foi avaliado por cinco dias consecutivos,
de maneira a obter a média do consumo normal desses animais. Dessa média, foi
calculada a quantidade de racédo a ser restrita, sendo fornecido diariamente, durante
cinco dias de restricdo, um unico pellet de racdo correspondente a 40% de seu consumo
alimentar normal. Esse pellet de racé&o foi fornecido sempre ao final da tarde, duas horas
antes do ciclo escuro do biotério iniciar. Posteriormente aos cinco dias de R.A., 0s animais
tiveram acesso livre a racdo durante 0 mesmo periodo de tempo para a avaliacdo da

etapa de realimentacgao.
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Durante todo esse processo experimental, os animais tiveram suas glicemias
mensuradas diariamente através de um glicosimetro portéatil (One Touch Ultra), bem
como tiveram o peso e a composicao corporal (massa magra e massa gorda) analisados
através de um equipamento de ressonancia magnética nuclear Minispec LF50 BCA

Analyzer (Bruker Corporation, Alemanha).

Analisamos também o gasto energético e a atividade ambulatéria (n=8 fémeas e
8 machos) durante esse mesmo protocolo experimental por meio do equipamento de
calorimetria indireta Oxymax/Clams (Comprehensive Lab Animal Monitoring System;
Columbus Instruments). Esse equipamento analisa tanto o consumo de oxigénio (VO2)
como a producéo de géas carbbnico (VCOz2), o que nos permitiu calcular o gasto energético
e o coeficiente respiratorio (RER - razdo VCO2/VO2) desses animais nas etapas de
restricdo alimentar e de realimentacdo. Complementar a esses parametros, o
equipamento também permitiu mensurar a atividade ambulatéria dos animais durante
todo o protocolo experimental.

Para essas andlises, os animais tiveram um periodo de adaptacao de 2 dias ao
equipamento. Na sequéncia, avaliamos um periodo basal e iniciamos o protocolo de R.A.

e realimentacdo conforme mencionado acima.

4.3 Avaliacao da predisposicdo a obesidade induzida pelo consumo de dieta
hipercalorica (HFD)

Em outro grupo de animais (n=10 fémeas e 9 machos), avaliamos como o
consumo de uma dieta mais calérica pode afetar a predisposicéo ao desenvolvimento de
obesidade em machos e fémeas. Antes da exposicdo a essa dieta, os animais foram
individualizados e tiveram seu consumo alimentar basal acompanhados por 3 dias.
Posteriormente a este periodo, os animais foram pesados e analisamos a composi¢cao
corporal por ressonancia magnética conforme citado anteriormente. Nesse momento, a
dieta convencional (2,99 kcal/g; 9,4% do conteudo calorico derivado de gordura) foi
substituida por uma dieta hipercalérica (60% do conteudo cal6rico derivado de gordura;

5,24 kcal/lg; D12492; Research Diets). A partir desse momento, analisamos 0 consumo
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alimentar e a progressao da composi¢ao corporal 3 vezes na semana, por um periodo

experimental total de 8 semanas.

Apébs 8 semanas consumindo dieta hiperlipidica, esses animais também foram
analisados no equipamento de calorimetria indireta Oxymax/Clams de maneira a
caracterizarmos 0 gasto energético desses animais em situacdo de balanco energético

positivo da mesma forma que realizamos nos animais em restricao calorica.

4.4 Avaliacao do perfil glicéEmico de machos e fémeas

Com o intuito de avaliar a regulacdo do perfil glicémico entre os sexos, realizamos
testes de tolerancia a glicose (GTT) e testes de tolerancia a insulina (ITT) em animais
consumindo dieta padrdo (n=10 fémeas e 10 machos) e em animais consumindo HFD

(n=10 fémeas e 9 machos).

GTT: Para esse teste, avaliamos a tolerancia do animal frente uma dose i.p. de glicose
de 2 g/kg corporal do animal. Anteriormente ao teste, 0os animais tiveram suas racdes
removidas e a maravalha de suas caixas trocadas, de maneira a garantir periodo de 4
horas sem ingestdo alimentar. A glicemia dos animais foi mensurada por meio de um
glicosimetro portétil no ponto 0 (antes da administracéo i.p. de glicose) e nos pontos 20,
40, 60, 90 e 120 (apds a administracédo de glicose) por meio da retirada de uma gota de
sangue da veia caudal do animal. Apés o teste, suas respectivas racdes foram retornadas
e 0s animais tiveram dois dias de recuperacdo antes da realizacdo do préximo teste

glicémico.

ITT: O teste foi realizado com as mesmas condi¢cdes experimentais do GTT citado acima,
entretanto, nesse caso foi administrada injecao i.p. de insulina na dose de 1UI/kg corporal

do animal.

45 Resposta aguda a hormoénios requladores da ingestdo alimentar

4.5.1 Teste de sensibilidade a grelina

O teste consistiu em analisar a resposta orexigena a grelina frente a 3 condicdes
diferentes: injecdo subcutanea de grelina (Global Peptide, cat. No. C-et-004) na dose de

0,2ug/g; dose de 0,8ug/g e injecdo controle de tampéo fosfato de sodio (PBS). Para isso,
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inicialmente os animais (n=10 fémeas e 9 machos) passaram por 2 semanas de
adaptacao a injecado subcutanea de maneira a adaptar os animais ao estresse durante o
teste para que ndo houvesse nenhum tipo de interferéncia nos resultados. Estando bem
adaptados a injecao subcutanea, os animais foram pesados e foi administrada a dose
correspondente de grelina ou PBS as 9 horas da manha (horario saciado do animal) sem

o animal estar em jejum, sendo a racao removida somente no horario na injecéo.

Ao realizar a injegcdo da substancia, foi fornecido um Unico pellet de racéo
previamente pesado (= 10g) onde acompanhamos o consumo alimentar e 0 peso
corporal dos animais uma e duas horas apés a administracado da substancia. Todos 0s
animais foram testados nas trés condi¢cbes experimentais, com pelo menos um dia de
descanso entre cada etapa, dessa forma cada animal servindo como controle dele

mesmo.

4.5.2 Teste de sensibilidade a leptina

Para comparar a sensibilidade aguda a leptina em machos (n=9) e fémeas (n=10),
inicialmente mensuramos o peso corporal e a racéo disponivel para cada animal. As 18
horas (2 horas antes do ciclo escuro do biotério iniciar) administramos leptina
recombinante na dose de 2,5ug/g (NHPP — National Hormone and Peptide Program,
National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, Torrance, CA).
Avaliamos o consumo alimentar e o peso corporal de cada animal 14 horas e 24 horas
apos a administracdo de leptina. Os animais também foram testados nessas mesmas
condicbes com a administracdo de solugdo PBS (controle), sendo que o consumo
alimentar apos administracao de leptina foi comparado com o consumo alimentar apds a

aplicacao da solucéo controle.

4.6 Andlise da secrecao de GH estimulada pela grelina

Com o intuito de verificar a capacidade secretora de GH estimulada pela grelina,
adaptamos especificamente a metodologia de um protocolo de dosagem de GH presente
na literatura (Steyn et al.,, 2011) e que foi recentemente implementado ao laboratorio
(Wasinski et al., 2020). Para isso, camundongos machos (n=10 salina e 16 grelina) e
fémeas (n=10 salina e 16 grelina) foram adaptados diariamente tanto & manipulagéo na

cauda quanto a injecdo subcutanea por 30 dias, de maneira a adaptar os animais ao
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estresse durante o experimento bem como acostuma-los a manipulacdo. Esse
experimento foi realizado sem 0s animais estarem em jejum (0 que acarretaria em
aumento na secrecdo endogena de grelina) e teve inicio as 12:30 (meio dia e meia),

momento em que a secre¢do enddégena de GH bem como de grelina ndo estd aumentada.

No inicio do experimento, coletamos uma gota de sangue do epitélio caudal de
cada animal referente ao momento basal (ponto 0), sendo que apos essa coleta foi
administrada uma injecao subcutanea de grelina (dose de 0.2ug/g animal) ou de PBS. A
partir desse momento, realizamos mais quatro coletas seriadas de sangue referentes aos
pontos de 10, 20, 30 e 40 minutos apds a administracdo da substancia. As amostras
coletadas foram analisadas por meio de um ensaio de ELISA sensivel para ao GH, sendo

0 ensaio realizado em uma placa de 96 pogos (Corning Inc., Corning, NY).

Cada poco foi revestido com 50 ul de anticorpo de captura [Instituto Nacional de
Diabetes e Doencas Digestivas e Renais (NIDDK) anti GH de rato (rGH) -IC-1 (feito em
macaco), AFP411S, NIDDK-Horménio Nacional e Programa Hipofisario (NHPP,
Torrance, CA)] em diluicéo final de 1:40.000 e incubado durante a noite a 4°C. Seguimos
0 ensaio preenchendo cada po¢o com 200 pl de tampéo de bloqueio (5% de leite em pé
desnatado em 0,05% PBS com Tween-20 [PBS-T, 0,05%]) de maneira a reduzir a
ligacdo. Geramos uma curva padrao através da diluicdo em série de 2 ug de GH de
camundongo (mGH) [referéncia mGH preparacédo, AFP-10783B, NIDDK-NHPP] em PBS-
T suplementado com soro bovino (BSA) [0,2%, PBS-T / BSA]. Tanto os padrdes
consolidados bem como as amostras foram incubados com 50ul de anticorpo de
deteccdo anti-soro para rGH (AFP5672099, NIDDK-NHPP) em uma diluicdo final de
1:40.000. Posteriormente, o complexo ligado foi incubado com 50 pl de anticorpo
conjugado com peroxidase (anti-coelho, I1gG; Sigma) em uma diluicéo final de 1:30.000.
ApOs essa etapa, foi realizada uma reacéo colorimétrica enzimatica com a adi¢cao de 100
pl de O-fenilenodiamina (Invitrogen, Carlsbad, CA) em cada pocgo. Essa reacéo foi entdo
interrompida com a adi¢do de 50 pl de acido cloridrico (HCI) 3M e a absorbancia foi lida
a um comprimento de onda de 490 nm. A concentracdo de GH em cada poco foi calculada

por regressao da curva padrao.
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4.7 Avaliacao histoldégica neuronal

4.7.1 Caracterizacdo da ativacao neuronal hipotalamica induzida pelo jejum

Com o intuito de avaliar se o numero de células ativadas pelo jejum difere entre os
sexos, camundongos adultos AgRP/Tomato de ambos os sexos (n=6 machos e 9
fémeas) foram submetidos a 24 horas de jejum, conforme protocolo bem estabelecido
pelo laboratério (Pedroso et al.,, 2016). Passado esse periodo, os animais foram
anestesiados com isofluorano e passaram por procedimento de perfusdo transcardiaca
utilizando-se bomba peristaltica e fixador formalina & 10% tamponada (150 — 200 mL por
animal).

Ao fim da perfusdo, os encéfalos dos animais foram coletados e mantidos em
solucéao fixadora por 1 hora, onde posteriormente foram armazenados em solucéo a 0,1M
de PBS contendo sacarose a 20% para crioprotecdo até o momento do processamento

desses encéfalos.

4.7.2 Caracterizacdo da responsividade neuronal a leptina

Para avaliar se o niumero de neurénios responsivos a leptina diverge entre machos
e fémeas, os camundongos LepR/Tomato (6 machos e 6 fémeas) receberam injecéao
intraperitoneal de leptina recombinante de camundongo na dose de 2,5ug/kg. Uma hora
e meia apos a injecdo, tempo suficiente para que ocorra ativacao da via de sinalizacédo
da leptina e fosforilacdo do STAT3 (pSTAT3), os animais foram perfundidos e os

encéfalos coletados e armazenados conforme mencionado no experimento anterior.

4.7.3 Avaliacdo do numero de células responsivas a grelina no hipotalamo

Com o intuito de averiguar o niumero de neurénios hipotalamicos responsivos a
grelina (por meio da marcacdo de c-fos), camundongos adultos machos e fémeas
receberam injecao subcutédnea de grelina na dose de 0.2ug/g (3 machos e 4 fémeas) ou
de PBS (grupo controle, 2 machos e 2 fémeas). A perfuséo transcardiaca desses animais
foi realizada uma hora e meia apos a injecdo do horménio, sendo os encéfalos

armazenados da mesma maneira que nas situacdes anteriores.

4.7.4 Microtomia



38

No dia seguinte a realizacdo da perfusdo de cada experimento, os encéfalos
coletados foram submetidos ao processo de microtomia em micrétomo de congelamento
utilizando-se gelo seco. Para tanto, os encéfalos foram cortados em sec¢des de 30 um e
coletados em 4 séries distintas. As séries foram armazenadas em solugéo anticongelante

em freezer -20°C até serem utilizadas para reacao de imuno-histoquimica.

4.7.5 Reacao de Imuno-histoquimica

Para as marcac0Oes de c-fos através de imunofluorescéncia, inicialmente os cortes
foram lavados em tampao fosfato de sédio (KPBS) a 0,02M, pH 7,4 e depois bloqueados
em solugcdo de KPBS-T (KPBS + Triton X) junto com soro normal de burro 3% (NDS).
Apos o bloqueio, os cortes encefélicos foram entdo incubados por 48 horas em anticorpo
primario anti c-fos produzido em coelho (1:10.000, Ab-5, Millipore).

Apbs o periodo de incubacdo em anticorpo primario, os cortes encefalicos foram
lavados em KPBS e entdo incubados em solucdo de KPBS-T juntamente com o anticorpo
secundario anti-coelho conjugado com AlexaFluor* (1:500, # 711-545-152, Jackson
ImmunoResearch) por 90 minutos. Posteriormente, os cortes foram lavados em KPBS,
montados em laminas gelatinizadas, cobertos com o meio de montagem fluorescente
Fluoromount G (Electron Microscopic Sciences, Hatfield, PA).

Para a marcacao de c-fos por meio de imunoperoxidase, os cortes foram lavados
em KPBS para completa remocdo da solucdo anticongelante onde estavam
armazenados. Posteriormente, os cortes foram submetidos a pré-tratamento em solucao
contendo KPBS-T e 0,3% de peroxido de hidrogénio (H202) por 30 minutos. ApGs essa
etapa, os tecidos passaram por nova lavagem em KPBS e realizamos a incubacéo destes
por 48 horas em solugcédo contendo KPBS-T mais azida, 3% de soro normal de burro e
anticorpo primério anti c-fos produzido em coelho (1:20.000, Ab-5, Millipore).

No segundo dia do ensaio, iniciamos lavando os cortes em solugéo de KPBS e
depois os incubamos em solucédo contendo KPBS-T e anticorpo secundario biotinilado
anti coelho (1:1.000, #711-065-152, Jackson ImmunoResearch). Depois desse processo,
os tecidos foram novamente lavados em KPBS e imersos em solucdo de KPBS contendo
complexo de avidina e biotina (A 1:500; B 1:500, Vector Laboratories) por 1 hora, de

maneira a amplificar a reacao.
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Para a etapa seguinte, os cortes encefalicos foram lavados em KBPS, seguido de
lavagem em tampéao acetato (0.1M, pH 6.0). Por fim, foram reagidos em soluc¢édo contendo
tampéao acetato, DAB (200ul em cada 10 mL de solug&o), niquel sulfato (5% - 1mL a cada
10mL de solugéo) e H202 (1% - 3ul em cada 10mL de solucéo) por aproximadamente 4
minutos. A reacdo com DAB foi entdo interrompida com lavagens em tampao acetato,
seguidas de lavagens em KPBS, e posteriormente montados em laminas gelatinizadas

gue foram cobertas com meio de montagem DPX (Sigma, St. Louis, MO).

Para a marcacdo do pSTAT3 por meio de imunoperoxidase, inicialmente os casos
dos animais que receberam injecao i.p. de leptina foram lavados em KPBS, seguido de
imersao em solucdo contendo agua, H202 (1%) e NaOH (1%) por 20 minutos. Os cortes
foram entdo lavados em KPBS e passaram por varios processos de pré-tratamento, que
incluiram imerséo em solucdo contendo KPBS mais glicina (0,03%), seguido de lavagens
em KPBS e imersdo em solucdo contendo KPBS mais 0,3% dodecil sulfato de sodio
(SDS). Os casos foram entdo bloqueados em solugédo de KPBS-T com soro normal de
burro (3%) por 1 hora. Por fim, os casos foram incubados por 48 horas em solugéo de
KPBS-T, soro normal de burro (3%) e anticorpo primario anti pSTAT3 feito em coelho
(1:1.000, #9131, Cell Signaling).

ApoOs as 48 horas, os casos foram lavados em KPBS e incubados por 1 hora em
KPBS-T mais anticorpo secundario biotinilado anti coelho (1:1.000, #711-065-052,
Jackson ImmunoResearch). Os cortes passaram por novas lavagens em KPBS e
incubacédo por 1 hora em solugdo contendo complexo de avidina e biotina (A 1:500; B
1:500, Vector Laboratories). Por fim, os cortes foram lavados em KPBS, imersos em
banho de tampéo acetato (0.1M, pH 6.0) e reagidos com DAB e niquel da mesma maneira
como foi citado anteriormente para a marcagéo de c-fos.

A reacao foi parada em um banho de acetato e demais banhos em KPBS, onde os
casos foram lavados nessa ultima solucdo e montados em laminas gelatinizadas que

foram por fim cobertas com DPX (Sigma, St. Louis, MO).

Para visualizar por meio de imunofluorescéncia as células que expressaram

PSTATS, inicialmente os cortes passaram pelos mesmos processos de pré-tratamento e
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incubacdo em anticorpo primario realizado para a marcacdo com peroxidase citada
acima. ApOs as 48 horas de incubacéo, os cortes encefalicos foram lavados em KPBS e
entdo incubados em solugdo de KPBS-T juntamente com o anticorpo secundario anti-
coelho conjugado com AlexaFluor#® (1:500, #711-545-152, Jackson ImmunoResearch)
por 90 minutos. Posteriormente, os cortes foram lavados em KPBS, montados em
laminas gelatinizadas e cobertos com o meio de montagem fluorescente Fluoromount G

(Electron Microscopic Sciences, Hatfield, PA).

As laminas foram fotografadas com uma camera Zeiss Axiocam HRc que esta
acoplada a um microscépio de fluorescéncia Zeiss Axioimager Al (Zeiss, Munique,
Alemanha), o que permite fotografar tanto os casos reagidos com peroxidase (campo
claro) quanto os reagidos com cromégenos fluorescentes.

Para a contagem das células que expressaram c-fos, para cada caso foram
fotografadas duas fotos em niveis distintos do ARH. Para a contagem das células que
expressaram o pSTAT3, foram fotografados dois niveis distintos do ARH, do VMH e da
LHA. Também fotografamos um Unico nivel do ndcleo dorsomedial do hipotdlamo (DMH)
e do nucleo pré mamilar ventral (PMV).

A marcacado de c-fos e tdTomato (este ndo requer reagcdo para sua visualizacao)
nos neurénios AgRP, bem como a marcac¢do de pSTAT3 e tdTomato nas células que
expressam o receptor de leptina no encéfalo foram contabilizadas utilizando-se o
programa ImageJ (https://imagej.nih.goVv/ij//). No caso das areas hipotalamicas que foram

fotografadas em mais de um nivel, foi calculada a média das células contabilizadas em

ambos os niveis.

4.8 Coleta de tecidos sem perfusao

Os animais néo perfundidos foram eutanasiados ao final de cada experimento por
meio de decapitacdo, a fim de obtermos amostras a fresco. Realizamos coletas de
sangue que foram centrifugadas (por 10 minutos a 4000 rpm) a fim de obtermos somente

a porcéo sérica para dosagens hormonais.


https://imagej.nih.gov/ij/
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4.9 Dosagem hormonal

As amostras soroldgicas coletadas durante as eutanasias foram utilizadas para a
determinacdo das dosagens séricas de leptina, por meio de kit ELISA comercialmente
disponivel (#MOBO00B, R&D Systems).

4.10 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados por meio do teste de t-Student, onde comparamos
machos e fémeas, ou por meio do teste de Analise de Variancia (ANOVA) de medida
repetida de duas vias. O programa GraphPad Prism foi utilizado para essas analises,

sendo consideradas diferencas estatisticas sempre que o P for menor que 0,05.



42

5 RESULTADOS

5.1 Fémeas apresentam protecdo contra perda de peso durante condicao
energética restritiva

Com o intuito de avaliarmos se existem diferencas entre os sexos frente a situacao
de balanco energético negativo bem como de sua recuperacdo, os animais foram
submetidos a restricdo alimentar de 60% por cinco dias consecutivos, seguido por cinco
dias de realimentacdo. Desde o periodo basal até o ultimo dia de realimentagcdo, vimos
gue os machos apresentaram maior peso corporal do que as fémeas (Figura 2A). Para
compararmos se durante o protocolo experimental a variacdo de peso era distinta entre
0S sexos, calculamos a perda de peso durante o periodo de restricao alimentar e o ganho
de peso durante a realimentac&o. Nossos resultados mostraram que os machos perdem
mais peso do que as fémeas a partir do terceiro dia de restricdo caldérica e demoram mais

pra recuperar o peso quando o alimento volta a ser fornecido (Figura 2B).
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Figura 2. Manutencdo do peso corporal durante a restricdo alimentar e a realimentacéo. A peso corporal
total; B variacdo do peso corporal durante a restricdo e a realimentacdo. n = 27 machos e 26 fémeas.
Abreviacdes: Basal = periodo antes da restricdo alimentar; 1, 2, 3, 4 e 5 = dias de restricdo alimentar ou
realimentacao. * = p<0,05 (t Student test). Todos os resultados foram expressos como + SEM.

Para entendermos por meio de qual conteddo ocorre essa variagcdo no peso,
analisamos a composicao corporal durante esse periodo. Vimos que durante a restricdo

alimentar a diminuicdo de massa gorda ocorreu de maneira semelhante entre os grupos
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(Figura 3A). Durante a realimentacdo, os machos apresentaram maior massa gorda total
do que as fémeas, embora o ganho dessa massa tenha ocorrido de maneira semelhante
entre os dois sexos (Figura 3B). Por serem mais pesados (Figura 2A), desde o inicio os
machos também apresentaram maior massa magra em relacdo as fémeas (Figura 3C),
mas perderam mais desse componente a partir do segundo dia de restricao, recuperando

mais lentamente a massa muscular do que as fémeas (Figura 3D).
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Figura 3. Composicdo corporal durante a restricdo alimentar e realimentacdo. A massa gorda total; B
variacdo da massa gorda; C massa magra total; D variagdo na massa gorda. n = 27 machos e 26 fémeas.
Abreviacdes: Basal (periodo antes da restricdo alimentar); 1, 2, 3, 4 e 5 dias de restricdo alimentar ou de

realimentacéo. * = p<0,05 (t Student test). Todos os resultados foram expressos como + SEM.
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A variacao glicémica também foi analisada durante esse periodo. Durante a
restricdo alimentar e a realimentacéo a glicemia variou de maneira igual entre machos e
fémeas. Entretanto, no dltimo dia de realimentacao as fémeas apresentaram recuperacao
da glicemia aos niveis basais, ao passo em que os machos apresentaram diminui¢cao
(Figura 4A). Essa diferenca néo pode ser explicada por altera¢cdes no consumo alimentar,
uma vez que a resposta hiperfagica se mostrou igual entre os sexos durante a

realimentacéo (Figura 4B).
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Figura 4. Acompanhamento glicémico e resposta hiperfagica. A glicemia; B consumo alimentar. n = 27
machos e 26 fémeas. Abreviacdes: Basal = periodo antes da restricdo alimentar; 1, 2, 3, 4 e 5 = dias de
restricdo alimentar ou de realimentacao apos a restricdo. * = p<0,05 (t Student test). Todos os resultados

foram expressos como + SEM.

Para analisar o gasto energético durante situacao de restricdo caldrica, um grupo
de animais foi alojado no Oxymax/Clams, onde tiveram sua alimentacéo restringida da
mesma maneira que o grupo anterior. Durante a restricdo, ambos machos e fémeas
diminuiram o consumo de oxigénio (vO2) de maneira semelhante (Figura 5A). Entretanto,
durante a realimentagdo, vimos que as fémeas apresentaram maior consumo de vO2 do
gue os machos tanto no periodo claro (Figura 5B), escuro (Figura 5C), quanto 24 horas
(Figura 5D).
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Figura 5. Consumo de oxigénio durante a restricdo alimentar e realimentacdo. A tracado com o vO: total
durante a restricdo e a realimentacdo; B vO2z no periodo claro; C vO2 no periodo escuro; D vO2 no periodo
de 24 horas. n = 8 machos e 8 fémeas. Abreviacdes: Basal = periodo antes da restricdo alimentar; 1, 2, 3,
4 e 5 = dias de restricdo alimentar ou realimentagdo apds a restricao. * = p<0,05 (t Student test). Todos os
resultados foram expressos como + SEM.

Outro fator analisado e que poderia influenciar o gasto energético foi a atividade
ambulatéria. Nossos resultados mostraram que tanto no periodo claro, escuro ou de 24
horas, ambos os sexos aumentaram a ambulac&o durante o periodo de restricdo calérica
de maneira semelhante, assim como diminuiram a movimentagdo durante a
realimentacdo da mesma maneira (Figura 6A, 6B, 6C e 6D).
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Figura 6. Atividade ambulatéria durante a restricdo alimentar e realimentacdo. A tracado da atividade
ambulatéria total durante o periodo analisado; B atividade ambulatéria no periodo claro; C atividade
ambulatdria no periodo escuro; D atividade ambulatdria no periodo de 24 horas. n = 8 machos e 8 fémeas.
Abreviacdes: Basal = periodo antes da restricéo alimentar; 1, 2, 3, 4 e 5 = dias de restri¢cdo alimentar ou
realimentacao apds a restricdo. Todos os dados foram analisados por t Student test e os resultados foram

expressos como = SEM.

Outro fator analisado durante a condicéo restritiva foi o coeficiente respiratorio
(Figura 7A). Durante a restricdo calorica, vimos que as fémeas apresentam diminuicdo
desse parametro durante os trés primeiros dias de restri¢cdo tanto no periodo claro (Figura
7B), escuro (Figura 7C) e de 24 horas (Figura 7D). A partir do quarto dia de restricdo, o
RER aumentou para valores iguais ao dos machos, ndo havendo diferenga durante o

periodo de realimentacdo em qualquer periodo (Figura 7A, 7B, 7C e 7D)
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Figura 7. Coeficiente respiratdrio durante a restricdo alimentar e realimentacéo. A tracado do coeficiente
respiratério total durante o periodo analisado; B coeficiente respiratério no periodo claro; C coeficiente
respiratério no periodo escuro; D coeficiente respiratdrio no periodo de 24 horas. n = 8 machos e 8 fémeas.
Abreviacdes: Basal = periodo antes da restricdo alimentar; 1, 2, 3, 4 e 5 = dias de restricdo alimentar ou
realimentacéo apos a restricdo. Todos os dados foram analisados por t Student test e os resultados foram
expressos como = SEM.

5.2 Machos sdo mais suscetiveis aos desbalancos metabodlicos e glicémicos
induzidos pela dieta hiperlipidica

Além de termos avaliado animais em situacao de restricdo calérica, submetemos
um grupo de animais a suplementacdo com dieta hiperlipidica para analisarmos se a
predisposicdo a obesidade ocorre de maneira sexualmente dimorfica. De maneira
semelhante ao ocorrido na restricdo alimentar, vimos que os machos sdo mais pesados
do que as fémeas durante todo o protocolo experimental (Figura 8A), bem como ganham

mais peso, particularmente apds 7 semanas consumindo dieta hiperlipidica (Figura 8B).
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Figura 8. Variacdo no peso corporal durante consumo com dieta hiperlipidica. A peso corporal total
(semanas); B ganho de peso corporal (semanas). n = 9 machos e 10 fémeas. Abrevia¢gbes: HFD = dieta
hiperlipidica; Basal = periodo com dieta padrao; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 = semanas em HFD. * = p<0,05 (Two-
way ANOVA e t Student test). Todos os resultados foram expressos como + SEM.

Em relagdo a composigdo corporal, vimos que a massa gorda variou de maneira
semelhante (Figura 9A), sendo que 0s machos passaram a ganhar mais desse
componente na oitava semana de dieta hiperlipidica (Figura 9B). Os machos também
apresentaram mais massa magra total do que as fémeas (Figura 9C), com o ganho desse

componente sendo diferente entre 0os sexos somente na oitava semana (Figura 9D).
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Figura 9. Composigédo corporal durante consumo com dieta hiperlipidica. A massa gorda total; B variagdo
na massa gorda; C massa magra total; D variacdo na massa magra. n = 9 machos e 10 fémeas.
Abreviac¢des: HFD = dieta hiperlipidica; Basal = periodo com dieta padréo; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 = semanas
em HFD. * = p<0,05 (Two-way ANOVA e t Student test). Todos os resultados foram expressos como +
SEM.

Também foi observado que durante periodo basal as fémeas apresentaram maior
consumo alimentar em relacdo aos machos. Com a alteragcéo da dieta padréo para a dieta
hiperlipidica, vimos diminuigdo do consumo alimentar nas fémeas, enquanto os machos
apresentaram aumento na ingestéo calérica. Esse consumo tende a estabilizar por um
periodo, onde durante a sétima e oitava semana observamos que as fémeas novamente

passaram a comer menos do que os machos (Figura 10A e 10B).
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Figura 10. Consumo alimentar durante consumo de dieta hiperlipidica. A consumo alimentar expresso em
gramas; B consumo alimentar expresso em quilocalorias (Kcal). n = 8 machos e 8 fémeas. Abreviages:
HFD = dieta hiperlipidica; Basal = periodo com dieta padrao; 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 e 56 = dias em HFD.
* = p<0,05 (Two way ANOVA e t Student test). Todos os resultados foram expressos como £ SEM.

Ao analisarmos o gasto energético desses animais, vimos que o0s machos
apresentaram consumo de oxigénio menor do que as fémeas tanto no periodo claro,
escuro e 24 horas (Figura 11A), indicativo de que gastam menos energia. Ainda, esse
consumo menor ndo pode ser explicado por alteracdes na atividade ambulatéria, uma

vez que nao houve altera¢des nesse parametro entre os grupos (Figura 11B).
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Figura 11. Consumo de oxigénio, atividade ambulatéria e consumo hidrico durante consumo de dieta
hiperlipidica. A consumo de oxigénio; B atividade ambulatéria. n = 8 machos e 8 fémeas. * = p<0,05 (Two-

way ANOVA e t Student test). Todos os resultados foram expressos como + SEM.
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Também analisamos nesses animais, bem como em animais com dieta padréo, a
tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina por meio de testes glicémicos.
Observamos que quando alimentados com dieta padréo, machos e fémeas apresentaram
tolerancia a glicose (Figura 12A) e sensibilidade a insulina similar (Figura 12B). Por outro
lado, ao serem alimentados com a dieta hiperlipidica, vimos que os machos passaram a
apresentar maior intolerancia a glicose em relacao as fémeas (Figura 12C), assim como

demonstraram possuir resisténcia a insulina (Figura 12D).
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Figura 12. Testes glicémicos durante alimentagdo com dieta padrdo e com dieta hiperlipidica. . A teste de
tolerancia a glicose animais em dieta padrdo; B teste de sensibilidade a insulina animais em dieta padréo;
C teste de tolerancia a glicose animais em HFD; D teste de sensibilidade a insulina animais em HFD. n =
10 machos e 10 fémeas (chow); 9 machos e 10 fémeas (HFD) Abreviacdes: GTT = teste de tolerancia a
glicose; ITT = teste de sensibilidade a insulina; 0 = momento anterior a injecdo de glicose ou insulina; 20,
40, 60, 90, 120 = tempo em minutos das medi¢cdes apds a injecdo de glicose ou insulina. HFD = dieta
hiperlipidica. * = p<0,05 (Two-way ANOVA e t Student test). Todos os resultados foram expressos como +
SEM.
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Avaliamos também se o padrao sérico de leptina em machos e fémeas € alterado
mediante consumo crénico de HFD. Conforme demonstrado na Figura 13A, naturalmente
as fémeas apresentam niveis séricos de leptina maiores do que os machos. Nossos
resultados demonstram que durante o consumo crénico de dieta hiperlipidica, tanto
machos como fémeas apresentam aumento exacerbado dos niveis circulantes de leptina,
ambos 0s sexos praticamente dobrando os niveis séricos desse hormoénio. Entretanto,
curiosamente esse aumento ocorreu de maneira semelhante entre 0s grupos, nao

havendo dimorfismo sexual nesse aspecto (Figura 13A).
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Figura 13. Dosagem de leptina sérica animais em dieta padrao e HFD. A Quantificagdo do nimero de
células responsivas a leptina em nucleos hipotalamicos e extra hipotalamicos de fémeas e machos. n = 6
machos e 6 fémeas (chow); 9 machos e 9 fémeas (HFD). Abreviagdes: ARH = nlcleo arqueado do
hipotalamo; DMH = nlcleo dorsomedial do hipotalamo; LHA = &area hipotalamica lateral; PMV = nucleo pré-
mamilar ventral; VMH = nucleo Ventromedial do hipotalamo. Todos os dados foram analisados por t Student
test e os resultados foram expressos como + SEM.
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5.3 Fémeas apresentam maior sensibilidade as acoes agudas da leptina do que
0s machos

Outro aspecto que analisamos com relacdo ao dimorfismo sexual foi a capacidade
da leptina em induzir diminuicdo do consumo alimentar. Nossos resultados mostram que
14 horas apés a administracao da leptina, ambos 0s sexos apresentaram diminuicdo do
consumo alimentar quando comparados com o consumo apds administracdo de solucao
PBS (Figura 14A). Curiosamente, vimos que essa diminuicdo do consumo apresentou
dimorfismo sexual, uma vez que as fémeas tiveram maior diminuicdo da ingestao
alimentar em relagdo aos machos (Figura 14A). Interessantemente, essa maior
diminuicdo da ingestdo alimentar nas fémeas perdurou mesmo 24 horas apds a
administracao de leptina (Figura 14B). Em relacéo ao peso corporal, vimos que as fémeas
tiveram maior diminuicdo do peso 14 horas apds a administracdo de leptina em relacao
aos machos (Figura 14C). Entretanto, esse efeito ndo foi observado 24 horas apds o

inicio do teste (Figura 14D).
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Figura 14. Teste de sensibilidade a leptina. A consumo alimentar 14 horas apds injecédo de PBS e leptina;
B consumo alimentar 24 horas ap0s injecéo de PBS e leptina; C peso corporal 14 horas ap6s injegao de
PBS e leptina; D peso corporal 24 horas apos injecao de PBS e leptina. n =9 machos e 10 fémeas.
Abreviacdes: PBS = solugdo controle; leptina = dose de 2,5ug/g. * = p<0,05 (Two-way ANOVA e t Student

test). Todos os resultados foram expressos como + SEM.

5.4 Fémeas sao mais resistentes as acoes da grelina

Vimos que somente os machos apresentaram aumento no consumo alimentar uma
e duas horas ap0s injecéo de grelina na dose de 0,2ul/g (Figura 15A e 15B). Pensando
nisso, avaliamos se a baixa responsividade das fémeas poderia ser devido a baixa
sensibilidade a grelina. Assim, aplicamos uma dosagem de grelina quatro vezes maior
(0,08ul/g) e vimos que as fémeas apresentaram aumento no consumo alimentar assim
como 0os machos, o que pode indicar que as fémeas ndo sdo tdo responsivas pois
apresentam resisténcia a acdo da grelina (Figura 15A e 15B).
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Figura 15. Teste de sensibilidade a grelina. A consumo alimentar 1 hora apos administragédo subcutanea
de PBS ou grelina; B consumo alimentar 2 horas apds administragcdo subcutanea de PBS ou grelina. n =9
machos e 10 fémeas. Abreviacdes: PBS = solugéo controle; grelina = dose de 0,02 ug/g; grelina (0,08ug/g)
= dose de 0,08ug/g. * = p<0,05 (Two-way ANOVA e t Student test). Todos os resultados foram expressos
como = SEM.
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5.5 Fémeas apresentam baixa capacidade secretora de GH mediada pela
grelina

Baseado nos nossos resultados de responsividade a grelina, onde vimos que as
fémeas possuem certa resisténcia as acdes desse hormonio, resolvemos analisar a
capacidade de secrecdo de GH estimulada pela administracdo exdgena de grelina, para
verificar se nesse aspecto também existe dimorfismo sexual. Vimos que frente a
administracdo de grelina, os machos sdo altamente responsivos, secretando entre 5 e 15
ng/ml de GH nos primeiros 20 minutos e mantendo secrecao por até 40 minutos (Figura
16A). Por outro lado, embora as fémeas tenham apresentado certa responsividade a
grelina (Figura 16B), a secrecdo de GH foi mais baixa do que a dos machos e durou
apenas 20 minutos (Figura 16C). Esses dados se mostram condizentes com 0s
resultados vistos até entdo. Da mesma forma que a grelina ndo € tao eficaz em induzir o
consumo alimentar nas fémeas, a secre¢cdo de GH estimulada por esse horménio

também nado ocorre na mesma magnitude vista nos machos.
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Figura 16. Capacidade de secrecao de GH estimulada pela grelina. A secrecdo de GH mediada pela grelina
nos machos; B secrecdo de GH mediada pela grelina nas fémeas; C comparacéo entre a secrecdo de GH
de machos e fémeas. n = 10 machos e 10 fémeas (salina); 16 machos e 16 fémeas (grelina). Abreviacdes:
0 = periodo basal sem injegéo de grelina; 10, 20, 30, 40 = minutos apos a injecao de grelina. * = p<0,05
(Two-way ANOVA e t Student test). Todos os resultados foram expressos como + SEM.

5.6 Ativacao neuronal no ARH induzida por jejum ndo apresenta dimorfismo
sexual

Um dos aspectos morfolégicos que avaliamos foi se a ativacdo dos neurdnios
AgRP apresenta dimorfismo sexual. Nossos resultados demonstram que tanto fémeas
(Figura 17A) como machos (Figura 17B) apresentam quantidade semelhante de
neurénios AgRP em situacdo basal (Figura 17E). Quando submetidos a 24 horas de
jejum, a quantidade de neurdnios ativados no ARH de fémeas (Figura 17C) e machos

(Figura 17D) nao apresentou dimorfismo sexual (Figura 17E).
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Figura 17. Ativacao neuronal induzida por 24 horas de jejum. A Fotomicrografias representativas mostrando
0s neur6nios AgRP (em vermelho) no ARH de fémeas; B Fotomicrografias representativas mostrando os
neurbnios AgRP (em vermelho) no ARH de machos C Fotomicrografias representativas mostrando os
neurdnios ativados pelo jejum (c-fos — em verde) no ARH de fémeas; D Fotomicrografias representativas
mostrando os neurdnios ativados pelo jejum (c-fos — em verde) no ARH de machos; E Quantificagdo
ativacdo neuronal basal x 24 horas de jejum. n = 6 machos e 6 fémeas. Abrevia¢gBes: 3V = terceiro
ventriculo; AgRP = neurdnios AgRP; ARH = nucleo arqueado do hipotalamo; c-fos = marcador de ativacéo
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natural; tdTomato = proteina fluorescente vermelha. Todos os dados foram analisados por t Student test
e os resultados foram expressos como + SEM.

5.7 Ativacao neuronal no ARH induzida pela grelina ndo apresenta dimorfismo sexual

Outro aspecto morfoloégico que avaliamos foi se a baixa responsividade das
fémeas a grelina poderia ser devido a baixa ativacdo neuronal no ARH. Quando
administramos solucdo PBS, vimos que tanto no ARH de fémeas (Figura 18A) como no
ARH de machos (Figura 18B) a expressao de c-Fos foi praticamente inexistente. Em
animais que receberam a injecéo de grelina, vimos que tanto nas fémeas (Figura 18C)
como nos machos (Figura 18D) houve ativagdo neuronal no ARH. Embora machos e
fémeas tenham tido ampla ativacédo neuronal quando comparamos a injecdo de PBS com
a de grelina (Figura 18E), ndo houve dimorfismo sexual em relacdo a ativacdo neuronal

mediada pela grelina (Figura 18E).
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Figura 18. Ativacdo neuronal induzida por grelina. A Fotomicrografias representativas mostrando no ARH
de fémeas os neurbnios ativados (c-fos — em preto) pela injecdo de PBS; B Fotomicrografias
representativas mostrando no ARH de machos os neurbnios ativados (c-fos — em preto) pela injecao de
PBS; C Fotomicrografias representativas mostrando no ARH de fémeas os neurdnios ativados (c-fos —em
preto) pela injecdo de grelina; D Fotomicrografias representativas mostrando no ARH de machos os
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neurdnios ativados (c-fos — em preto) pela injecao de grelina; E Quantificacdo ativacdo neuronal induzida
por PBS e grelina. n = 2 machos e 2 fémeas (salina); 3 machos e 4 fémeas (grelina). Abreviagbes: 3V =
terceiro ventriculo; ARH = nicleo arqueado do hipotalamo; c-fos = marcador de ativagdo natural. * = p<0,05
(t Student test). Todos os resultados foram expressos como + SEM.

5.8 Ativacao neuronal hipotalamica mediada pela leptina ndo apresenta dimorfismo
sexual

Também analisamos em diversos nucleos hipotalamicos se a ativagcdo neuronal
induzida por administracdo exégena de leptina apresenta dimorfismo sexual. Conforme
demonstrado na Figura 19A, a responsividade neuronal a leptina foi semelhante entre

machos e fémeas em todos os nucleos hipotalamicos e extra hipotalamicos estudados.
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Figura 19. Ativacéo neuronal induzida pela leptina. A Quantificacdo do niimero de células responsivas a
leptina em nucleos hipotalamicos e extra hipotalamicos de fémeas e machos. n = 6 machos e 6 fémeas.
Abreviacdes: ARH = nucleo arqueado do hipotalamo; DMH = ndcleo dorsomedial do hipotalamo; LHA =
area hipotalamica lateral; PMV = ndcleo pré-mamilar ventral; VMH = nicleo Ventromedial do hipotalamo.
Todos os dados foram analisados por t Student test e os resultados foram expressos como + SEM.
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6 DISCUSSAO

Até pouco tempo, a maior parte das pesquisas clinicas e terapias desenvolvidas
tinham como base a suposi¢do de que machos poderiam servir como representantes da
espécie. Ainda hoje, grande parte das pesquisas basicas realizadas com modelos
animais utilizam somente machos em seus ensaios. Entretanto, cada vez mais evidéncias
vem mostrando que o fator sexo é fundamental para a incidéncia e desenvolvimento de
doencas como diabetes e obesidade. Estudos ja demonstraram, por exemplo, que
existem respostas sexualmente distintas a drogas anti-diabetogénicas, onde foi
observado que machos e fémeas podem responder melhor a diferentes medicamentos
(Kim et al., 2005; Donnelly et al., 2006).

Uma vez que a maior parte das diferencas sexuais que estdo relacionadas a
diabetes e obesidade em humanos também sé&o encontradas em modelos animais, torna-
se imperativo a utilizacdo de ambos os sexos nas pesquisas, visando o desenvolvimento
de terapias relevantes especificas para o tratamento desses problemas (Mauvais-Jarvis,
2018). Com base nessas informacdes, nés avaliamos diretamente como machos e
fémeas respondem frente a desafios metabdlicos e hormonais, onde buscamos
compreender se alguns componentes envolvidos com a regulacdo hipotalamica do
metabolismo energético apresentam dimorfismo sexual e estariam por trds das respostas

metabolicas diferenciadas entre os sexos.

O primeiro desafio metabdlico no qual submetemos nossos animais foi o de
balanco energético negativo oriundo de restricdo calérica de 60% por cinco dias
consecutivos, situacdo capaz de alterar diversas caracteristicas metabdlicas visando
reduzir o peso corporal (Hill et al., 1985; Overton and Williams, 2004). Nossos resultados
demonstraram que 0s machos sdo mais pesados e possuem mais massa magra do que
as fémeas durante todo o protocolo experimental. Durante a restricdo alimentar, a perda
de peso foi evidenciada principalmente por diminuicdo da massa magra com recuperagao
mais lenta pelos machos quando comparado as fémeas. A massa gorda diminuiu de

maneira semelhante entre os grupos.
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Essa dinamica de perda de peso pode apresentar relacdo com pressdes
evolutivas, uma vez que os estogues energeéticos dos machos apresentam capacidade
maior de mobilizacdo por estarem nos depdsitos viscerais (Enzi et al., 1986) . Por outro
lado, uma vez que as fémeas sdo capazes de gestar e lactar, seu organismo desenvolveu
adaptacdes de sobrevivéncia que permitem maior resisténcia a perda de estoques
energéticos durante situacdo restritiva. Isso € evidenciado pois o tecido adiposo
subcutaneo, presente em maior propor¢do nas fémeas, € mais adaptado ao
armazenamento de longo termo, enquanto os adipécitos viscerais dos machos séo
metabolicamente mais ativos e sensiveis a lipélise, o que pode estar relacionado com a
maior perda de peso corporal dos machos em relacdo as fémeas (Karastergiou et al.,
2012; Palmer and Clegg, 2015).

Em uma situacao energética normal, o organismo das fémeas tende a incorporar
acidos graxos livres (AGL) em triglicerideos, o que ajuda na manutencao da adiposidade.
Nessa mesma condi¢do os homens tendem a oxidar os AGL circulantes (Shi et al., 2007).
Em condi¢bes onde a demanda energética é alta, como durante exercicios, as fémeas
passam a oxidar maior proporc¢ao de lipidios do que de carboidratos, enquanto os machos
vao essencialmente utilizar carboidratos como fonte de energia (Carter et al., 2001,
Henderson, 2014). Nossos resultados demonstram que durante a restricdo alimentar, as
fémeas também apresentaram diminuicdo do RER e passaram a oxidar mais lipidios
durante o inicio da restricdo. Essa caracteristica oxidativa e de diminui¢do do RER tem o
intuito de preservar energia durante situacdo energética negativa, o que possibilitou
recuperacdo mais rapida das fémeas ao estado normal durante a realimentacao,
caracterizado pelo retorno da oxidacdo de carboidratos conforme demonstrado pelo

aumento do RER.

Embora a perda de peso por meio de dietas caldricas seja considerada protetiva
contra desenvolvimento de doengas cronicas, o estado catabdlico promovido pela
restricdo alimentar ndo afeta apenas o tecido adiposo, mas também causa catabolismo
de outros tecidos, como 0 musculo esquelético (Bosy-Westphal et al., 2009). Vimos que
durante a restricdo alimentar, ambos 0s grupos apresentaram diminuicdo da massa

magra, consistente com essa agdo catabolica. Entretanto, os machos apresentaram
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perda maior de massa magra do que as fémeas, o que demonstra efeito mais potente da
restricdo caldérica nos machos. Com o declinio metabdlico ocorrido apds a perda de
massa magra, geralmente observa-se mudancas desfavoraveis na composi¢ao corporal
por meio de reganho de massa adiposa (Dulloo et al., 2012), o que € consistente com 0s
fatos dos machos apresentarem maior propor¢do de massa gorda durante a
realimentacdo em relacao as fémeas.

Em conjunto, nossos resultados de balanco energético negativo evidenciam que
machos sofrem mais os efeitos negativos da restricdo, principalmente por perderem
massa magra. Por outro lado, as fémeas apresentam regulacdo de diversos
componentes metabolicos visando maior resisténcia a perda de peso e massa magra, 0
que embora garantiria sua sobrevivéncia em situacdes de escassez energeética,
atualmente poderia ser visto como um maleficio, pois dificultaria uma rapida perda de

peso.

Em seguida, buscamos compreender se essas diferencas entre machos e fémeas
também poderiam ser explicadas por ativagdo neuronal diferenciada no ARH. E sabido
gue o jejum € capaz de induzir a expressao génica de AgRP no ARH, aumentando a
procura por alimento (Schwartz et al., 1998; Briggs et al., 2011). Em situacdo basal,
vimos que machos e fémeas apresentam a mesma quantidade de neurbnios AgRP.
Durante o jejum de 24 horas, observamos que o numero de neurénios ativados também
nao foi diferente entre os sexos. Isso pode indicar que esse parametro nao é regulado de
maneira distinta pelos neurdnios AgRP, conforme havia-se proposto inicialmente, onde
as fémeas seriam mais sensiveis a ativacdo desse sistema (Lensing et al.,, 2016).
Andlises diretas da ativacdo neuronal de 18 horas de jejum comparado com 36 horas,
demonstraram que ndo houveram diferencas na marcacao de c-fos no ARH (Wu et al.,
2014), o que juntamente com nossos resultados sugerem gque o jejum ndo € capaz de
recrutar mais neurénios AgQRP/NPY para contornar essa situacdo. Outra explicagédo para
essas diferencas poderia envolver dimorfismo sexual no sistema hipotalamico da
melanocortina. Realimentacdo apos um periodo de jejum se mostrou capaz de aumentar
em aproximadamente 20% a ativagdo de neurénios POMC (Wu et al., 2014). Comparado

as fémeas, machos apresentariam menor densidade de fibras neuronais de POMC no
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ARH e menor expresséo do gene e da proteina POMC (Nohara et al., 2011). Essa maior
expressdo dessa populacdo neuronal e a capacidade de ativacdo durante a
realimentacdo poderia ser um dos mecanismos centrais envolvidos com a maior

capacidade de recuperacéo que fémeas apresentam em relacdo aos machos.

O consumo de HFD € um fator de risco para desordens metabolicas associadas a
obesidade (Bessesen, 2008), onde os efeitos sobre a homeostase metabdlica sao
influenciados pelo sexo (Medrikova et al., 2012). Uma vez que grande parte dos estudos
sobre desordens metabdlicas por HFD séo restritos a machos (Srinivasan and Ramarao,
2007), avaliamos se machos e fémeas séo diferentemente predispostos a obesidade por
meio do consumo crdnico de HFD. Em situagdes de balanco energético positivo, tal como
o consumo de HFD, os adipdcitos captam os AGL da circulacéo, o que leva ao aumento
do tamanho e numero de adipdcitos, que é representado por aumento da massa adiposa
corporal (Faust, 1984). Vimos que em relacdo as fémeas, os machos apresentam maior
ganho de peso em relagédo as fémeas. Curiosamente, os machos foram mais obesos
durante a 82 semana de exposi¢éo ao HFD.

Um dos principais mecanismos de deposicdo adiposa nos machos envolve o
armazenamento nos tecidos viscerais (Palmer and Clegg, 2015). Esse tipo de tecido
apresenta caracteristicas que contribuem para a resisténcia a insulina. A alta taxa
lipolitica desse compartimento também é capaz de aumentar significantemente a
quantidade de AGL que, ao serem acumulados de maneira ectépica no figado, podem
gerar aumento da producdo hepatica de glicose, hiperinsulinemia assim como outros
fatores da sindrome metabdlica (Shulman, 2014). Uma vez que ao final do experimento
0s machos apresentaram mais gordura do que as fémeas, podemos supor que esse
aumento tenha sido favorecido principalmente nesse tipo de depdsito, o que pode ter
contribuido para o desenvolvimento dos problemas metabdlicos caracteristicos da
obesidade que foram observados nos machos.

Demonstramos também que os machos quando expostos a HFD apresentam piora
glicémica, desenvolvendo intolerancia a glicose e resisténcia a insulina, enquanto as
fémeas apresentam certa protecdo desses efeitos. Essa protecdo das fémeas

aparentemente é conferida por meio dos estrégenos, que tornam as fémeas menos
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suscetiveis a essas complicacdes (Brown and Clegg, 2010; Palmer and Clegg, 2015).
Entretanto, a partir da menopausa, quando o padrao adiposo das fémeas é alterado dos
depodsitos subcutdneos para os viscerais, a prevaléncia da obesidade, resisténcia a
insulina e diabetes tipo 2 tornam-se mais frequentes nas mulheres (Palmer and Clegg,
2015). Nesse sentido, tratamento com E2 em fémeas deficientes de leptina (Lundholm et
al., 2019), ou fémeas OVX em HFD (Riant et al., 2009), confere melhora da tolerancia a
glicose e diminuicdo da resisténcia a insulina, o que demonstra a importancia dos
estrogenos para a protecdo contra os efeitos deletérios da obesidade que foram
observados nos machos.

Analisamos também a secrecdo de leptina em animais alimentados com dieta
padrdo e de animais em HFD. Os niveis de leptina estdo diretamente relacionados com
0 aumento do peso corporal, o que implica que quanto maior for a adiposidade, maior
sera o nivel plasmatico desse horménio (Considine et al., 1996), que em condicdes
patolégicas pode caracterizar resisténcia a leptina e contribuir diretamente para o
desenvolvimento de hiperglicemia (Toyoshima et al.,, 2005). Observamos que em
condi¢Bes normais, as fémeas séo caracterizadas por maior nivel de leptina (dobro em
relacdo aos machos), o que é consistente com sua maior massa adiposa (Woods et al.,
2003). Entretanto, durante o desenvolvimento de obesidade induzida por dieta, os
machos apresentam maior elevacéo das concentracdes de leptina (672%) em relacdo ao
basal, ao passo que nas fémeas esse aumento foi de 263%. Essa diferenca pode
caracterizar resisténcia a leptina e influenciar para as pioras metabdlicas e glicémicas

gue foram observadas nos machos.

Também analisamos se machos e fémeas respondem de maneira diferente a
leptina. A literatura demonstra que machos e fémeas apresentam sensibilidade central
distinta a leptina (Clegg et al., 2003) e que o estradiol € capaz de alterar essa
sensibilidade central ocasionando altera¢gdes na distribui¢cao adiposa (Clegg et al., 2006).
Nossos resultados demonstraram que tanto machos quanto fémeas sao responsivos a
leptina, pois apresentaram diminuicdo do consumo alimentar por até 24 horas apos
administracdo do hormonio. Entretanto, somente as fémeas apresentaram diminui¢cao do

peso corporal durante as primeiras 14 horas. Isso pode indicar que além de possuirem
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mais leptina circulante, as fémeas também sdo mais sensiveis aos efeitos da leptina.
Analisamos se a responsividade neuronal a leptina apresenta dimorfismo sexual,
podendo esse ser um dos motivos das fémeas serem centralmente mais sensiveis a esse
hormbénio. A leptina age por meio de seu receptor LepR em diversos nucleos
hipotalamicos e extra hipotalamicos que estdo envolvidos com a regulacdo do
metabolismo energético. Embora tenha sido sugerido que fémeas possuissem baixa
densidade de LepR no ARH (Clegg et al., 2006), nossos experimentos mostram que a
ativacdo neuronal induzida pela leptina no ARH, DMH, LHA, PMV e VMH nao apresenta
dimorfismo sexual. Essa informacao pode implicar que talvez existam outros mecanismos
gue ndo sejam a nivel de receptor ou ativacdo neuronal coordenando essas acodes

sexualmente dimérficas no metabolismo energético.

Outro aspecto hormonal que avaliamos foi se machos e fémeas sao
diferentemente responsivos as acdes da grelina. A grelina promove suas acodes
biolégicas por meio da ligacdo ao seu receptor GHSR, amplamente expresso na hipofise
e no ARH (Cowley et al., 2003). Foi mostrado que a grelina modula a ingestéo alimentar
por meio de acdo estimulatoria sobre os neurénios AQRP/NPY e acéo inibitoria sobre os
neurénios POMC. Administracdo de grelina induz expressdo genica de AgRP/NPY e
ativacdo de NPY (Chen et al., 2004), sendo que situacdes como jejum e HFD regulam a
expressao de GHSR (Briggs et al., 2013). Apds a administracédo de grelina em uma dose
de 0,2ug/g, vimos que o0s machos apresentaram aumento do consumo alimentar,
enguanto as fémeas néo foram responsivas. Trabalhos mostram que as fémeas nédo sao
responsivas as acfes da grelina em parte pela presenca de estrégenos (Clegg et al.,
2007). Uma vez que os estrogenos sdo removidos, as fémeas apresentam certa
responsividade (Clegg et al., 2007). Embora na auséncia de estrogenos a grelina tenha
aumentado o consumo alimentar nas fémeas, testamos a hip6tese de que ao invés das
fémeas ndo serem responsivas devido ao E2, elas sdo menos sensiveis aos efeitos
orexigénicos desse hormonio. Assim, administramos uma dose quatro vezes maior de
grelina (0,8ug/g) e vimos que embora essa maior dose néo tenha sido capaz de aumentar
a resposta nos machos, as fémeas se tornaram tdo responsivas quanto os machos.

Nossos resultados podem indicar entdo que as fémeas na realidade apresentam menor
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sensibilidade a grelina, sendo necessaria doses maiores para que seus efeitos bioldgicos
sejam efetuados. Analisamos entdo se essa menor sensibilidade das fémeas a grelina
poderia estar relacionada com uma menor ativagdo neuronal apds sua administragéo.
Vimos que apds administracdo de grelina houve ampla ativagdo neuronal em ambos os
sexos, demonstrando entdo que a menor sensibilidade a grelina nas fémeas nao é

explicada por diferengas na ativacdo neuronal hipotalamica.

Além das acdes sobre a ingestéo alimentar, outra funcdo importante da grelina &
o de induzir a secrecdo do hormdnio do crescimento (GH) (Kojima et al., 1999).
Recentemente, estudos vem evidenciando a¢des centrais do GH na regulacdo do
metabolismo energético, mostrando que o GH é essencial para a modulacdo de
respostas neuroendocrinas que visam economizar energia em situacdes de restricdo
calorica e induzir a procura por alimento (Furigo et al., 2019). Por termos visto que as
fémeas ndo sao tdo responsivas quanto os machos as acfes orexigénicas da grelina,
avaliamos se a capacidade de secrecdo de GH estimulada pela grelina apresentava
diferencas entre os sexos. Nossos resultados mostram que por serem responsivos a
grelina, os machos apresentam elevada secrecdo de GH, sendo que essa dura por um
longo periodo. Interessantemente, vimos que as fémeas apresentam baixa secrecdo de
GH, sendo essa secrecdo ndo muito duradoura. Esses resultados podem reforcar que as
fémeas sdo menos sensiveis a grelina, e podem nos ajudar a entender 0s mecanismos
por tras da dificuldade que as mulheres tem em perder peso apoés situacées de dietas

restritivas.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados indicam que machos e fémeas sédo diferentemente afetados por
desafios metabdlicos, como restricdo caldrica e dieta hiperlipidica e apresentam
dimorfismo sexual na maneira que regulam o metabolismo para enfrentar e sobreviver a
esses desafios. Também, vimos que a sensibilidade a hormdnios como leptina e grelina
é diferente entre os sexos, 0 que demonstra que a informacéao regulatoria que € integrada
no sistema nervoso central deve ocorrer de maneira sexualmente distinta. Entretanto,
nossos resultados histolégicos demonstram que esses aspectos ndo sdao modulados por
meio de alteracdes na ativacdo neuronal hipotalamica induzida por esses horménios ou
por situacdo aguda de jejum (24 horas).

Com base nessas informacdes, fica claro que conhecer os mecanismos por tras
dessas diferencas é crucial e pode ajudar no desenvolvimento de novas terapias e
estratégias para combater o ganho de peso ap0s o emagrecimento assim como pode

fornecer pistas de como tratar de maneira especifica doencas como a obesidade.
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