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RESUMO

O balanco energético depende do funcionamento da maquinaria molecular do
relégio biolégico de tal maneira que animais nocautes para genes de rel6gios séo
obesos. A ovariectomia promove ganho de peso corporal em ratas, um efeito similar ao
observado em mulheres apds o periodo da menopausa. Sabe-se que o tratamento de
reposicdo hormonal estrogénica € capaz de reverter este quadro. Diante disso,
levantamos a hip6tese de que a funcdo do estradiol em reverter o ganho de peso
induzido pela retirada dos ovarios seja via sua acdo sobre o reldgio biologico.
Avaliamos, assim, o efeito da injecdo com cipionato de estradiol (E2-injecdo, 10
Hg/0,2mL) ou do 17B-estradiol (E2, 180 pg/mL) em implantes feitos com tubos de
silastic s.c. sobre variacdo de peso corporal, variagdo do peso de tecido adiposo
branco e sobre os parametros do ritmo circadiano (amplitude do ritmo, padrdo de
atividade locomotora e temperatura corporal) de ratas ovariectomizadas. Para registro
de atividade locomotora, foram inseridos na cavidade abdominal dos animais sensores
de telemetria. Além disso, investigamos a expressao dos genes de relogio (Perl,
Bmall e Reverb- a) no tecido adiposo branco retroperitoneal (TAR), uma vez que este
apresentou uma reducdo significativa de peso apés ambos os tratamentos com
estradiol. Estes tratamentos também foram capazes de reduzir o ganho de peso
induzido pela ovariectomia. Injecbes de cipionato de E2 aumentou expressao de Perl e
Reverb-a e ndo alterou a expressdo de Bmall. J& a expressdo de Bmall apresentou
variacdes temporais nos animais com implantes de 173-E2, com niveis aumentados no
ZTO0. O inicio da atividade locomotora foi antecipado apos 7 e 11 dias de ovariectomia e

houve uma tendéncia a um atraso nesse horario apos 21 de ovariectomia. O horario do



final da atividade nao foi alterado, bem como ndo foram observadas variacées nos
horarios de acrofase apos os tratamentos com E2. No que se refere aos valores de
temperatura corporal, observou-se diferenca estatistica entre os animais intactos e os
animais ovariectomizados, sendo a temperatura maior nas ratas intactas durante a fase
clara. JA os animais tratados com injecdes de cipionato de E2 apresentaram
temperatura interna maior que os tratados com injecdes de 6leo durante a fase escura.
O tratamento com implantes de 17B-E2 nao alterou o perfil circadiano tdo pouco os
valores de temperatura. A amplitude do ritmo de temperatura interna dos animais foi
reduzida apés 7 dias de ovariectomia e ficou ainda maior que a de animais intactos
apos 21 dias apés a insercao de implantes com 173-E2 ou 6leo. Em conclusédo, os
efeitos de reducdo no ganho de peso promovido pelo E2 podem ser resultantes da
acdo deste horménio sobre a sincronizacao do relégio biolégico periférico presente no
tecido adiposo, uma vez que a expressao dos genes do reldgio alterou-se apds os
tratamentos. Além disso, o estradiol parece influenciar o relégio central, localizado no
ndcleo supraquiasmético, uma vez que, levou a altera¢cbes no ritmo circadiano de

temperatura interna.

Palavras-chave: ritmo circadiano, estradiol, ovariectomia, ganho de peso, tecido

adiposo retroperitoneal



ABSTRACT

Energy balance depends on the functioning of biological clock molecular
machinery in such a way that clock-genes-knockout mice are obese. In rats,
ovariectomy causes body weight gain, similar effect observed in post-menopausal
women. It is known that estrogenic hormonal replacement is capable of reverting this
condition. In light of this we hypothesize that estradiol’s role in reducing body weight
gain induced by ovariectomy could be via its action over biological clock. We evaluated
the effects of cypionate of estradiol injections (E2-injected, 10 ug/0,2mL) and the effects
of 17- B- estradiol (17B-E2-Pellet, 180 pg/mL) in sillastic pellets over body-weight
changes, white adipose tissue weight and circadian rhythms parameters (rhythm
amplitude, spontaneous locomotor activity and core temperature pattern) of
ovariectomized (OVX) rats.

For spontaneous locomotor activity and core temperature pattern recordings,
telemetry sensors were implanted into the animals' abdominal cavities. Besides, we
investigated clock genes expression (Perl, Bmall and Rev-erba) in retroperitoneal
white adipose tissue (TAR) once this tissue showed a weight reduction after estradiol
treatment. Both estradiol treatments were able to reduce body weight gain induced by
ovariectomy. After E2-injected administration, Perl mRNA expression was elevated.
Bmall expression temporally varied in 173-E2-Pellet group, with higher levels at ZTO,
while E2-Injected animals did not show any difference in Bmall mRNA expression. E2-
injected treatment also elevated Reverb-a expression. The onset of activity was
anticipated after 7 and 10 days of ovariectomy and there was a tendency for a delay in

this time after 21 days. Offset and acrophase were not altered after both E2 treatments



(injection of cipionato de E2 or 17p3-E2-Pellet). Concerning the core temperature, it was
observed a statistic difference among intact and OVX rats, the first group showing
higher core temperature values at light phase. E2-injected rats showed higher core
temperature than Oil-injected rats at dark phase. E2-Pellet and Oil-Pellet groups did not
differ statistically in core temperature, but apparently, E2-Pellet rats showed higher core
temperature values. The amplitude of core temperature rhythm was reduced after 7
days of ovariectomy and it was higher than the intact rats after 21 days of pellet
implantation. In conclusion, the effects of body weight gain reduction caused by E2
treatment can be a result of the action of this hormone over the biological clock
synchronization within white adipose tissue (peripheral clock) considering that clock
gene expression was altered in this tissue after E2 treatment. Furthermore, estradiol
seems to influence on central clock, in the suprachiasmatic nucleus of the
hypothalamus, because this hormone changed the circadian rhythm of core
temperature.

Key words: circadian rhythms, estradiol, ovariectomy, body weight-gain, retroperitoneal

white adipose tissue
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1. JUSTIFICATIVA

A cirurgia de ovariectomia tem sido amplamente descrita na literatura como
capaz de ocasionar ganho de peso corporal e aumento na ingestao alimentar em ratas,
situacao revertida com tratamento de reposicdo hormonal (Gambacciani et al., 2001;
Geary, 2001; Asarian e Geary, 2006; Pantaleao et al., 2010). A retirada abrupta do
estradiol relaciona-se, também, com altera¢cdes do ritmo circadiano de sono vigilia,
havendo uma redugéo da supressdo do sono observada durante o pico de estradiol
proveniente do proestro. Essa supressao € reestabelecida com o tratamento de
reposicao hormonal (Schwartz e Mong, 2013).

A retirada dos ovarios tem sido empregada como modelo de menopausa em
ratas visto que as mesmas ndo apresentam uma resposta bioldégica de faléncia
ovariana como acontece em mulheres. A partir da meia idade, ratas podem apresentar
ciclos regulares, ciclos irregulares, ou se tornarem completamente aciclicas, estes
periodos de transicdo sdo semelhantes aos periodos de pré-menopausa,
perimenopausa e pds-menopausa nos quais passam as mulheres antes da faléncia
reprodutiva. Este processo de transicdo, em ratas, inicia-se aproximadamente entre 0s
10 e 12 meses de idade e pode levar varios meses (Lefevre e Mcclintock, 1988).

A organizacdo Mundial de Saude define menopausa como a interrupgao
permanente da menstruacao resultante da perda da atividade folicular ovariana (Who,
1996) levando a uma reducédo acentuada na producdo de estrOgenos e progesterona
(Burger et al., 2002). Mulheres na menopausa apresentam alteracdes fisiolégicas que
resultam em reducéo do gasto energético e oxidacao de gordura, o que predispde um

ganho de peso, aumento do percentual de gordura corporal e uma redistribuicdo do
19



tecido adiposo (Reimer et al., 2005; Lovejoy et al., 2008). Essas alteracbes aumentam
a circunferéncia abdominal, o que potencializa os riscos de infarto do miocéardio,
hipertensdo e de desenvolvimento de sindrome metabdlica (Van Der Schouw et al.,
1996).

Tendo em vista que a ovariectomia ocasiona ganho de peso corporal e
alteracbes no ciclo sono vigilia, processos decorrentes, também, da menopausa,
acreditamos estar consolidando um modelo animal para o estudo das alteracdes
fisioldgicas da menopausa, ampliando o escopo de mecanismos pelos quais o estradiol
regula o metabolismo energético, a redistribuicdo de gordura e componentes do reldgio

bioldgico.
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2. INTRODUCAO
2.1 Relbgio Biolégico

O periodo de rotacdo da Terra ao redor do proprio eixo acontece em
aproximadamente 24 horas e cria um ciclo de luminosidade/escuriddo que afeta o estilo
de vida de todos os organismos. A adaptacdo dos seres vivos a essas oscilacdes
diarias do ambiente resultou em ciclos de atividade que respeitam os horarios nos
quais h& maior disponibilidade de alimentos, menor variedade de predadores e
condicdes climaticas favoraveis. Antecipar-se as mudancgas diarias, ao invés de apenas
reagir a elas, € um mecanismo que visa favorecer os individuos em seus ajustes
comportamentais e fisiol6gicos frente as mudancas externas e aos parametros internos
(Dodd et al., 2005).

Os reldgios bioldgicos sé@o sistemas de controle de tempo que permitem essas
antecipacdes por parte dos organismos de modo a gerar uma adaptacao fisiologica
e/ou comportamental compativel com a hora do dia (Albrecht, 2012). Os relégios
biol6gicos sdo encontrados nos mais diversos organismos, incluindo cianobactérias,
plantas, fungos e mamiferos (Sancar e Brunner, 2014). A capacidade antecipatoria
desses ritmos circadianos pode ser exemplificada pelo fato de que as plantas induzem
a expressao de genes fotossintéticos algumas horas antes do nascer do sol a fim de
otimizar o processo de fotossintese (Dodd et al., 2005).

Em humanos, os ciclos de sono e vigilia, frequéncia cardiaca, presséo arterial,
temperatura corporal, metabolismo e secre¢cdo hormonal sdo controlados pelo ritmo

circadiano, determinado pelo relégio bioldgico (Portaluppi et al., 1996; Rabinowitz,
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1996; Roenneberg e Merrow, 1999). Os reldgios biolégicos sdo caracterizados por trés
propriedades: (1) as oscilagbes circadianas quando em condi¢cdes constantes,
persistem por um periodo aproximado de 24 horas (auto sustentadas); (2) o
comprimento do periodo permanece estavel dentro de uma ampla variagéo fisiologica
de temperatura (compensado pela temperatura) e (3) podem ser sincronizados por
pistas ambientais ritmicas tais como luz, temperatura e disponibilidade de alimentos
(arrastavel) (Sancar e Brunner, 2014). Essas pistas ambientais sdo denominadas
zeitgebers, uma palavra do idioma alemé&o que significa doadores de tempo (Aschoff,
1978), e € comumente empregada na literatura sobre ritmos biolégicos. A luz é o
agente que mais fortemente ajusta as oscilacdes enddgenas. Na auséncia de pistas
ambientais, em especial em escuriddo constante, o relégio bioldégico assume seu
periodo proprio que pode ser um pouco maior ou menor do que o periodo de 24 horas
ajustado pelo ciclo de luminosidade/escuriddo ou outro zeitgeber. Nessas
circunstancias, diz-se que o animal estd em free-running ou livre curso (Pittendrigh,
1993).

Em mamiferos, o sistema circadiano € composto por dois integrantes principais:
o relégio central, localizado no nucleo supraquiasmatico (NSQ) do hipotalamo e os
relogios periféricos presentes nas ceélulas dos mais diversos tecidos tais como figado,
rins, Gtero, pulméo, cérnea e tecido adiposo branco (Yoo et al., 2004; Bray e Young,
2009). O NSQ de ratos é dividido em dois nucleos, o ventrolateral e o dorsomedial.
Neurbnios da regido dorsomedial produzem, predominantemente, VIP (peptideo
vasoativo intestinal) e GRP (horménio liberador de gastrina) e representam 43% da

populacdo neuronal do NSQ. J& neurdnios da parte dorsal produzem AVP (arginina
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vasopressina) (Moore et al.,, 2002). Essa organizacdo € observada, também em
humanos, nos quais células contendo VIP e AVP estdo presentes no NSQ (Buijs et al.,
1995). Neurbdnios da regido dorsal estdo envolvidos com a sincronizagdo do relogio,
possivelmente por ser a regido que recebe as informagfes féticas, enquanto os da
regido ventral sdo responsaveis por gerar o sinal de saida do NSQ e, possivelmente,
iniciar os ritmos circadianos (Hamada et al., 2001). A figura 1 representa um modelo
esquematico dos reldgios central e periféricos.

Relégio Central
Entrada da luz NSQ

Ritmos neurohumorais e
comportamentais

i

@ @ @ Reldgios periféricos
ooy
2@/ 8

Figura 1. Adaptado de Bray e Young (2009). Desenho esquemético da
divisdo do relégio biolégico em seus componentes central (NSQ) e
periféricos (figado, cérebro, tecido adiposo branco, musculo, coracao)

O ndcleo supraquiasmatico compde o topo de uma cadeia hierarquica
responsavel por gerar ritmos circadianos de comportamento e atividade locomotora
(Yoo et al., 2004) porque é capaz de expressar oscilagbes persistentes e auto-

sustentadas por até 30 ciclos apos isolamento, enquanto os ritmos periféricos perdem
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essa capacidade ap6s 2 ou mais ciclos (Yamazaki et al., 2000). A lesdo do NSQ leva a
perda do padrdo ritmico de expressao génica nos tecidos periféricos (Akhtar et al.,
2002), ou ocasiona uma perda na sincronia de fases entre os tecidos de um mesmo
animal ou entre animais (Yoo et al., 2004). O ndcleo supraquiasmatico recebe
informacdes do meio externo, em especial das células da retina. Dentre estas células,
existem as intrinsicamente fotossensiveis, as quais expressam melanopsina, e
comunicam o sinal luminoso para o NSQ, diretamente, pelo trato retino-hipotalamico
(Challet, 2015; Van Diepen et al., 2015).

A temperatura corporal de mamiferos apresenta variacdo circadiana.
Experimentos com macacos expostos a ciclos de luz constante e morcegos, a escuro
constante revelaram a persisténcia dessa oscilagdo mesmo em face da auséncia da
pista ambiental (ciclo claro/escuro) comprovando que o ritmo de temperatura interna é
uma variavel de controle circadiano (Simpson, 1906; Aschoff, 1990). Uma ferramenta
de controle do bom funcionamento do relégio central é a andlise de parametros da
atividade locomotora uma vez que uma alteracdo na sincronizacdo do reldgio central
pode alterar os horéarios de inicio, pico ou término dessa variavel, denominados onset,
acrofase ou offset, respectivamente. Além disso, em andlises de sincronizacdo do
relégio central € comum avaliar-se a amplitude da atividade locomotora ou da
temperatura interna que € dada pela diferenca entre 0 ponto mais alto e mais baixo da
curva, ou seja, valores mais altos menos os mais baixos (Royston et al., 2014).

O NSQ dita o ritmo dos relogios periféricos, no entanto, ndo esta completamente
elucidado como os relogios bioldgicos interagem com as pistas externas (ambientais)

ou internas (sinais humorais, hormonais ou neurais) promovendo a sincronizacdo dos
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multiplos reldgios periféricos (Albrecht, 2012), situacdo desejavel para que as respostas
fisiologicas ocorram organizadas temporalmente. Uma hipdtese aventada como
mecanismo de ajuste ou sincronizacdo dos reldgios a pistas internas seria a de que a
magquinaria molecular do relégio responderia a variagdes hormonais. Por exemplo,
Balsalobre et al. (1998) demonstraram, em cultura, que uma populacéo de fibroblastos
apresentou expressao circadiana de Perl apoOs tratamento com um analogo dos
glicocorticoides. Acredita-se, ainda, que o NSQ sincronize os reldgios periféricos
através de pistas quimicas, como a secrecdo hormonal, ou conexdes sinapticas
(Shibata e Tominaga, 1991; Damiola et al.,, 2000). Por outro lado, outras pistas
ambientais, como a alimentacdo, sdo capazes de alterar parametros do reldgio
periférico, mas ndo do central (Damiola et al., 2000) demonstrando que além do ritmo

ditado pelo relégio central, os periféricos sado sincronizados, também por outros fatores.

2.2 Maquinaria do Reldgio Biol6gico

O primeiro estudo que identificou a existéncia de uma maquinaria genética de
regulacédo do funcionamento do ritmo circadiano foi realizado em Drosophila a partir de
mutacbes genéticas que tiveram como consequéncia insetos arritmicos ou com
alteracao de periodo do ritmo circadiano (Konopka e Benzer, 1971).

O relogio molecular é composto por genes denominados genes de relogio que
se auto-regulam através de alcas de retroalimentacdo positivas e negativas que sao
reiniciadas a cada 24 horas aproximadamente. Em mamiferos, os genes Clock
(circadian locomotor outpus cycles kaput) e Bmall (brain and muscle ARNT-likel)

dimerizam-se e ligam-se a regido promotora E-box de elementos que expressam a
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porcdo repressiva do relégio biolégico, o que inclui cryptocromes 1 e 2 (Cryl/2),
periods 1, 2 e 3 (Perl/2/3) e os receptores nucleares Rev-erba e Rev-erbp. As
proteinas PER e CRY formam um heterodimero que retornam ao nucleo celular e
inibem a acdo estimulatdria do dimero CLOCK:BMALL. Rev-erba/B, por sua vez, ao
recrutarem uma histona deacetilase 3, reprimem a sintese de Bmall. Outra classe de
receptores nucleares 6rféaos que tem transcri¢céo induzida por CLOCK/BMAL1 € o ROR-
a/y que funciona como ativador da maquinaria circadiana ao atuar positivamente na
alca de retroalimentacdo que ativa a expressdo de Bmall. Ele compete com Rev-
erba/B pelo mesmo sitio de ligacdo. Além disso, a caseina quinase 10 and -€
desempenha uma fungdo importante nesse processo porque é capaz de fosforilar e
desestabilizar as proteinas PER (Ko e Takahashi, 2006; Zhang et al., 2014; Schibler et
al., 2015; Lee et al., 2016). A Figura 2, adaptada de um trabalho realizado por nosso
grupo (Poletini et al., 2015), apresenta um esquema representativo dessa alca

molecular.
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Figura 2. Desenho esquematico da maquinaria molecular do relégio biolégico em mamiferos adaptado
de Poletini et al, 2015. O heterodimero CLOCK/BMAL1 é um fator de transcricdo da regido E-box de
genes como Per, Cry, Reverba e Rora. PER e CRY também formam heterodimeros que podem ser
fosforilados pela caseina kinasel €/y, o que resulta em ubiquitinagdes ou em migracdo para o nucleo
onde inibem acdo do CLOCK:BMALL. A transcricdo de Bmall pode ser inibida pela proteina Rev-erba ou
ativada por RORa. Clk = proteina CLOCK; B = proteina BMALL; C = proteina CRY; P = proteina PER;
CK1 ¢/y = caseina kinasel ¢ly; circulos vermelhos ligados ao PER = sitios de fosforilagdo; setas pretas
sélidas = fosforilagdo pela CK1; setas pontilhas pretas = ubiquitinacdo seguida de degradacédo protéica;
setas sélidas e vermelhas = inibicdo; setas sélidas e verdes = estimula¢éo; setas pontilhadas vermelhas,
verdes, azuis e amarelas= transcri¢ao e translacéo dos respectivos genes de relégio
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2.3 Relogio Biologico e Metabolismo

Sabemos que varias vias metabdlicas possuem suas enzimas chaves de
controle expressas de forma circadiana (Panda et al., 2002) e que muitas delas tém, de
fato, sua expressdo regulada pelas proteinas de relogio (Kornmann et al., 2007). Ao
nivel celular, Bmall regula a diferenciacdo e a lipogénese de adipocitos (Shimba et al.,
2005; Guo et al., 2012). Camundongos mutantes para Bmall no pancreas apresentam
diabetes (Marcheva et al., 2010). Também demonstrando os efeitos dos genes de
relégio sobre o metabolismo é sabido que Per2 é capaz de reprimir a expressao de
PPARy, receptor nuclear envolvido na sensibilidade a insulina e adipogénese.
Camundongos deficientes em Per2 apresentam reducdo dos niveis totais de
triacilglicerol e de acidos graxos nédo esterificados (Grimaldi et al., 2010). O receptor
nuclear Rev-erba também esta amplamente associado ao metabolismo de modo que
nocautes para esse componente do relégio apresentam aumento de adiposidade
(Delezie et al., 2012).

Por fim, os genes de rel6gio levam a uma expressao ritmica de genes
associados ao metabolismo tais como receptor de glucagon, receptores de glicose e
enzimas da biossintese de colesterol (Panda et al., 2002). Alguns estudos tem
demonstrado que sensores energéticos das células sdo capazes de se comunicar com
o reldgio biolégico. Nesse sentido, as formas reduzidas do cofactor NADH aumentam a
atividade do heterodimero CLOCK/BMALL1 enquanto as formas oxidadas NAD+ inibem
essa mesma atividade. A deacetilase sirtuina 1 (SIRT1) dependente de NAD+, que tem
sua acao induzida pelos baixos niveis de nutrientes também se liga a CLOCK/BMAL1

para regular a expressao dos genes de reldgio (Huang et al., 2011).
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2.4 Secrecéo de estradiol e ciclo estral

O ciclo reprodutivo de roedores, denominado ciclo estral, apresenta duragcao de
aproximadamente 4 dias e divide-se em proestro, estro, metaestro e diestro. No
proestro, a rata encontra-se receptiva ao macho e é nessa fase em que ocorrem 0s
picos de gonadotrofinas que culminam na ovulagédo (Franci et al, 2005). O hormonio
liberador de gonadotrofinas (GnRH), liberado pelo hipotalamo, regula a producédo de
outros dois, a saber, horménio luteinizante (LH) e hormdnio foliculo estimulante (FSH).
Ambos agem nos ovarios para produzir estrogeno e progesterona (White, 2009). O
estradiol secretado pelas gbnadas é o que regula a atividade dos neurénios GnRH.
Elucidar os mecanismos pelos quais esse efeito ocorre tem sido uma tarefa dificil
devido a existéncia de um processo de retroalimentagcdo negativa e outro de
retroalimentacdo positiva exercida pelo estradiol, os quais resultam em supressdo ou
estimulo da secrecdo de LH. A retroalimentacdo positiva acontece no meio do ciclo
ovariano, em um periodo critico da tarde de proestro, poucas horas antes das luzes se
apagarem, para gerar o pico preovulatorio de GnRH que leva a ovulacédo (Chappell et
al., 2000; Nakamura et al., 2010; Cheong et al., 2015; Lee et al., 2015). Por esse
motivo, lesdes do nucleo supraquiasmatico, localizado no hipotalamo, abolem o pico de
LH e, consequentemente, a ovulagdo (Wiegand et al.,, 1980). J& a retroalimentacéo
negativa € exercida pelos esteroides ovarianos (estrogénios e progesterona), sendo
responsavel por manter os niveis de LH baixos na maior parte do ciclo estral (Williams
e Kriegsfeld, 2012).

Em ratas ovariectomizadas, ou seja, com niveis séricos reduzidos de estradiol, o

tratamento de reposicdo hormonal com trés injecGes diarias de cipionato de estradiol
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demonstrou-se capaz de mimetizar os picos de LH observados durante a fase de
proestro (Szawka et al., 2013).

A primeira evidéncia da existéncia de uma relacao entre o processo ovulatorio e
0s genes de reldgio surgiu de um trabalho no qual uma injecdo de anestésico as 14
horas da tarde do proestro atrasou o pico de LH, e consequentemente, a ovulagcdo em
ratas (Everett e Sawyer, 1950). Atualmente é sabido que camundongas mutantes que
nao expressam o gene Clock apresentam prolongamento do ciclo estral e auséncia de
pico pré-ovulatério do horménio luteinizante (LH), dificuldade de manutencdo da
gravidez além de apresentam fenotipo de diabetes mellitus tipo 2 e obesidade (Miller et
al., 2004; Marcheva et al., 2010). Além disso, a expressdo do gene Per 1 ocorre de
maneira circadiana nos neurdnios produtores do hormonio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) (Gillespie et al., 2003) e a expressao de todos os cognatos dos genes de
relogio foi detectada nos gonadotrofos hipofisarios (Olcese et al., 2006; Resuehr et al.,
2007; Resuehr et al., 2009), assim como em células ovarianas (Nakamura et al., 2005;

Sellix e Menaker, 2010).

2.5 Relbgio Biologico e Estradiol

A observacdo de que a administracdo cronica de estradiol leva a ativacao de
neurdnios do nucleo supraquiasmatico (NSQ) do hipotadlamo, medida pela expressao
de c-fos sugere que esse hormdnio possa regular tais neurbnios (Takamata et al.,
2011). Outro dado que demonstra a influéncia do estradiol sobre o ritmo circadiano € a
descoberta de que em ratas OVX, o comprimento do periodo de atividade locomotora &

diminuido apés o tratamento com estradiol (Albers et al., 1981; Wollnik, 1989). Quando
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intactas, as ratas apresentam maior volume de atividade total durante o proestro e
estro em comparagéo ao diestro (Wollnik e Turek, 1988). Em humanos, o efeito do
estradiol sobre o relogio bioldégico pode ser evidenciado pelo fato de que durante a
menopausa, a gravidez e o ciclo menstrual ocorrem variagdes de temperatura corporal
e possivel disturbio do sono (Shinohara et al., 2000; Moline et al., 2003). Nao ha ainda
estudos que demonstrem como o estradiol influencia a variagdo circadiana de
temperatura corporal.

O estradiol também é capaz de regular a expressao dos genes de reldgio no
atero, no NSQ, nos rins, no figado e no tecido adiposo branco, como demonstrado
recentemente. (Nakamura et al., 2001; Nakamura et al., 2005; He et al., 2007). Esses

achados evidenciam que o estradiol exerce efeitos sobre o ritmo circadiano.

2.6 Estradiol e Metabolismo

Os estrogenos, além de estarem envolvidos com a regulagdo da funcéo
reprodutiva, se relacionam, também, com o metabolismo energético. Na maioria das
espécies, inclusive no homem, a ingestdo alimentar e a funcdo reprodutiva estdo
associados de tal maneira a garantir adaptacdes metabdlicas durante a gestacéo, a
lactacédo e as diferentes fases do ciclo menstrual (Hirschberg, 2012), situacdes onde
ocorrem variagcdes na secrecao de estrégenos.

Em ratas, a ovariectomia leva a ganho de peso e hiperfagia, e o tratamento com
estradiol reverte este quadro (Geary, 2001; Asarian e Geary, 2006). Aléem disso, a
elevacao dos niveis circulantes de estradiol, no periodo periovulatorio, reduz a ingestao

alimentar (Pedersen et al., 2004; Santollo et al., 2010). Sabe-se que o estradiol
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potencia o efeito de saciedade do peptideo colecistocinina (CCK), liberado pelo
intestino delgado, em reposta a ingestdo alimentar (Linden et al., 1990; Geary et al.,
2001), enquanto que, atenua o efeito estimulador do apetite do hormdnio géstrico
grelina (Clegg et al., 2007). Além disso, o estradiol estimula a atividade anorexigena
dos neurénios do nucleo arqueado que expressam pro-opiomelanocortina (POMC) e o
fator de transcricdo regulado por anfetamina e cocaina (CART) e inibe os neur6nios
orexigenos que expressam o neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo relacionado a agouti
(AgRP), neste nucleo (Olofsson et al., 2009; Sotonyi et al., 2010).

Além dos efeitos do estradiol sobre a ingestao alimentar, este horménio é capaz
de modular a proliferacdo, a diferenciacdo e o tamanho do adipdcito (Darimont et al.,
1997; Dieudonne et al., 2000), tem acdo dual sobre os niveis de leptina de ratas
ovariectomizadas (Pantaleao et al.,, 2010), e aumenta o receptor de ativacdo da
proliferacdo peroxissomal do tipo alfa (PPAR-a) no figado de ratas espontaneamente
hipertensas (Abeles et al., 2012), além de interferir com as a¢fGes anti-obesidade dos
fenofibratos em estimular o PPAR-a (Yoon, 2010). Recentemente um trabalho realizado
em camundongos fémeas demonstrou que o estradiol foi capaz de alterar a expressao
de genes de reldgio nos tecidos adiposos subcutaneo e gonadal aléem de exercer um
efeito protetor contra acumulo de tecido visceral, que em animais controle
(ovariectomia e tratamento com veiculo) levou a hiperinsulinemia, intolerancia a glicose
e a insulina (Zhu et al., 2015). Ademais, esse horménio esteréide parece contribuir para
a manutencao da sensibilidade a insulina em camundongos na fase inicial/precoce da
sindrome metabdlica, possivelmente prevenindo inflamacdo do tecido adiposo (Shen

et al., 2014)
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Considerando que o estradiol exerce influéncia sobre aspectos metabdlicos e
circadianos, aventamos a hipotese de esse ser uma fator endégeno determinante para
a sincronizagdo dos reldgios biologicos periféricos ou mesmo central. Na menopausa,
onde observa-se uma reducdo expressiva deste horménio, ha uma dessincronizacao
dos relégios, causando as sintomatologias classicas apresentadas pelas mulheres

durante essa fase.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do estradiol sobre os parametros do sistema circadiano central —
tais como atividade locomotora e temperatura corporal - e a expressao dos genes,
Perl, Bmall e Rev-erba no tecido adiposo branco — sistema circadiano periférico - de

ratas ovariectomizadas.

3.2 Objetivos Especificos

1. Comparar o efeito da injecdo de cipionato de E2 (10 ug/0,2 mL) com o do
tratamento com implantes subcutaneos de tubos de silastic (implantes) contendo
17B-E2 (180 ug/mL) sobre o ganho de peso corporal de ratas ovariectomizadas

(OVX) e comparar com as de ratas que apresentam ciclos estrais regulares.

2. Comparar o efeito da injecédo de cipionato de estradiol (10 pug/0,2 mL) com o do
tratamento com implantes subcutdneo de tubos de silastic contendo 17B-E2
(180pg/mL) sobre o ganho de peso dos tecidos adiposos brancos

(retroperitoneal, mesentérico e perigonadal) de ratas ovariectomizadas (OVX).

3. Determinar temporalmente os niveis de RNAm de Bmall no tecido adiposo
branco nos seguintes grupos: ratas OVX com insercao subcutanea de tubos de

silastic (implantes) contendo 6leo ou 17(3- estradiol (180ug/mL).

34



4. Determinar o efeito da injecdo de cipionato de E2 sobre os niveis de RNAm de
Perl, Bmall e Rev-erba no tecido adiposo branco.

5. Comparar o efeito de injecdes de cipionato de E2 (10 pg/0,2 mL) com o
tratamento de E2 por implantes contendo 173-E2 (180ug/mL) sobre as variagoes
circadianas de atividade locomotora espontanea e temperatura interna de ratas

OVX e comparar com as de ratas que apresentam ciclos estrais regulares.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os
procedimentos experimentais realizados foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA/UFMG) sob o protocolo de numero 323/2015. Os
animais foram mantidos em um ciclo claro/escuro de 12/12 horas e temperatura
ambiente de 24°C, com livre acesso a racao e 4gua. Os procedimentos na fase escura

do fotoperiodo foram realizados sob luz vermelha de intensidade de menos de 1 lux.

4.2 Ciclo Estral

Os animais tiveram o ciclo estral acompanhado durante, pelo menos duas
semanas (3 ciclos completos), por meio da coleta e visualiza¢do de esfregaco vaginal.
Para a coleta de material através do esfregaco vaginal, uma ponteira contendo
aproximadamente 200 pl de solucao salina (0.9% NaCl) foi inserida na entrada do canal
vaginal. A gota coletada, contendo células da mucosa, foi depositada em lamina de
vidro para visualizagdo em microscopio (aumento de 10x na objetiva). O aspecto e
morfologia das células seguem um padrédo ja bem estabelecido na literatura que
refletem as variacbes dos niveis estrogénicos observadas durante o ciclo estral
(Freeman, 1994). Coletas provenientes da fase de proestro apresentam células
epiteliais nucleadas e agrupadas, os chamados clusters. Na fase de estro sdo
encontradas células epiteliais cornificadas, com aspecto de folhas secas. O metaestro
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e caracterizado pela presenca de leucécitos e resquicios de células cornificadas

enquanto no diestro ocorre uma extensa invasao leucocitéria (Freeman, 1994).

4.3 Padronizac¢éo da dose e tempo do tratamento com estradiol

O tratamento com implantes contendo 17B-E2 foi realizado pela primeira vez em
nosso laboratério para o desenvolvimento do presente estudo. Para padronizacdo
desse protocolo foram escolhidas duas doses de tratamento baseados em dados da
literatura. Foram realizados testes com 17-B-E2 para as doses de 180 pg/mL (Dacks e
Rance, 2010) e de 360 pg/mL, durante 7, 14 e 21 dias de tratamento. Os parametros
avaliados para checar a eficiéncia do tratamento foram: (1) peso do Utero — € sabido
gue a auséncia de estradiol diminui o tamanho e o preenchimento liquido no interior do
Utero e (2) as concentracfes de LH — é sabido que o estradiol promove um aumento

das concentracdes plasméticas deste hormonio.
4.4 Ovariectomia e tratamento hormonal

As ratas foram anestesiadas com uma solucdo de Cetamina (80 mg/kg) e
Xilasina (10 mg/kg) por via intraperitoneal. Foi realizada tricotomia na regido meédia
entre a Ultima costela e a coxa do animal onde foi feita incisdo longitudinal da pele e da
musculatura para exposicao e retirada dos ovarios. A pele foi posteriormente suturada
e esse procedimento foi realizado bilateralmente em cada animal. Ao término da
cirurgia, os animais receberam uma dose subcutanea de Flunixine Meglumine (16
mg/kg, s.c., analgésico e antiinflamatorio) e uma dose profilatica de antibiotico

Pentabidtico (2400 UI/Kg, i.m). As ratas se recuperaram da cirurgia e apds uma
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semana foram divididas em quatro grupos para apreciacao dos efeitos do estradiol
sobre expressao de genes de reldgio, padrdes circadianos de temperatura e atividade
locomotora além de ganho de peso corporal:

e Grupo OVX -Oleo = OVX + Injecéo 6leo (Oleo de milho 0.2 mL/rata)

e Grupo OVX-Cipionato de E2 - OVX + Injecdo de cipionato de E, (10

pg/0,2mL/rata)

e Grupo OVX- Implante 6leo> OVX + Implante Oleo (6leo de milho 0.1 mL)

e Grupo OVX- Implante 178-E2-> OVX + Implante 17B-E> (180 pg/mL, 0.1mL)

A reposicdo hormonal com injecBes de cipionato de E2 (Pfizer) tem sido
descrita na literatura como capaz de mimetizar variacbes hormonais observadas
durante a tarde do proestro ocasionando o pico de LH decorrente dessa fase do ciclo
sendo capaz, também, de aumentar consideravelmente o tamanho do uUtero. Nesse
protocolo, as ratas receberam, em trés manhas consecutivas, uma injecao subcutanea
na pata traseira de cipionato de E2 (10 pg/0,2mL) ou 0,2 mL de 6leo de milho sendo

eutanasiadas no quarto dia por decapitacéo.

Dia 0 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
| |
OVX | Eutanasia
OVX-Cipionato de E2
Ovx- 6leo

Figura 3. Representacdo esquemaética do tratamento com estradiol ou 6leo de milho via injecéo.
Ovariectomia (OVX), Nos dias 7,8 e 9 foram realizadas inje¢Bes de cipionato de estradiol (10 ug/0,2mL)
ou 0,2 mL de 6leo de milho, no doa seguinte ao término do tratamento (dia 10), animais foram
eutanasiados por decapitacao.
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O outro protocolo de terapia de reposi¢cao foi realizado por meio de implante
subcutaneo, no dorso dos animais, de um tubo de silicone poroso com as seguintes
dimensdes: 20 mm de comprimento, diametro interno (DI) 1,02 mm e diametro externo
(DE) 2,16 mm (Andrews et al., 1981) fechado em suas extremidades com palitos de
madeira. Os tubos foram preenchidos com 0,1 mL de 6leo de milho ou 17B3-E2 diluido
(Sigma-Aldrich®) na concentracéo de 180 pg/mL ou 360 pg/mL e permaneceram nos
animais por sete, quatorze e vinte e um dias, quando as ratas foram eutanasiadas.
Apébs a padronizacdo do tempo e da dose deste tratamento com implantes, baseado,
nos parametros: peso uterino, concentracdes de LH plasmatico e ganho de peso
corporal, as analises dos parametros do ritmo circadiano e expressdo génica foram

realizados com ratas com implantes de 173-E2 (180 pug/mL) por 14 dias.

Dia 0 Dia 7 Dia 21

OVX Eutanasia

OVX — Implante 173-E2
OVX — Implante Oleo

Figura 4. Representacdo esquemética do tratamento com estradiol ou éleo de milho via implantes. OVX
(ovariectomia), Dia 7 implantacdo s.c. de implante contendo 6leo de milho ou 17B3- E2 (180ug/mL). Dia
21, ao final dos 14 dias animais foram eutanasiados por decapitacdo.

4.5 Analise dos efeitos do tratamento hormonal sobre o ganho de peso

ApOs a cirurgia de ovariectomia, as ratas foram acondicionadas em gaiolas

individuais até o final dos experimentos para acompanhamento do peso corporal. A
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analise das variacdes desse parametro foi feita por meio de delta, subtraindo-se o valor
encontrado no Ultimo dia de tratamento pelo valor obtido no primeiro dia de
ovariectomia. Esses dados foram agrupados e apresentados como médiatEPM dos

grupos experimentais (Oleo, OVX-Implante 17B-E2 e OVX-Cipionato E2).

4.6 Andlise dos efeitos do tratamento hormonal sobre a expressao génica

A fim de avaliar se o estradiol administrado em trés doses altera a expressao
dos genes de relégio Perl, Bmall e Rev-erba, fémeas Wistar com peso aproximado de
250 g tiveram seu ciclo estral acompanhado por 14 dias e aquelas que apresentaram
dois ciclos regulares foram ovariectomizadas e acondicionadas em gaiolas individuais
para afericdo da variacdo de peso corporal. Uma semana ap0s a cirurgia de remocao
dos ovérios, ratas foram injetadas com cipionato de E2 ou 6leo de milho (0,2 mL) por
trés dias consecutivos e decapitadas no quarto dia de tratamento as 19:00 (ZT12),
imediatamente apdés as luzes se apagarem. O sangue e o tecido adiposo
retroperitoneal foram coletados. O plasma foi obtido ap6s centrifugacdo a 4°C durante
20 minutos em rotacdo de 3.200 rpm e acondicionado a -20°C. O tecido adiposo
branco foi imediatamente congelado em gelo seco e mantido a -80° C até o
processamento para analise por gPCR. O utero foi pesado como controle do efeito da
terapia de reposicdo hormonal segundo cada tratamento.

Com objetivo de avaliar se a administracdo de estradiol por 14 dias exerce
influéncia sobre a expressédo dos genes de relogio Perl, Bmall e Reverba, fémeas
Wistar com peso aproximado de 250 g tiveram o ciclo estral acompanhado por 14 dias

e apresentaram dois ciclos regulares foram ovariectomizadas e acondicionadas em
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gaiolas individuais para afericdo diaria de variacdo de peso corporal. Uma semana
apos a cirurgia de remocdo dos ovarios, ratas foram anestesiadas com 3% de
isoflurano e 100% de oxigénio em fluxo de 1 mL/min (Lavorato et al., 2016), as ratas
foram posicionadas em decubito dorsal para realizacdo da tricotomia da regido
interescapular, onde se fez uma incisdo de aproximadamente 1 cm para
posicionamento subcutdneo do implante de 173-E2, num outro conjunto de ratas os
implantes continhas 6leo de milho. Realizou-se sutura da pele e foi injetado, também
subcutaneamente, uma dose de Flunixine Meglumine 0,3 mg/kg (1,0 mg/kg, s.c.). O
tratamento teve duracdo de 14 dias, sendo os animais decapitados em quatro horarios,
denominados zeitgeber: ZTO, ZT6, ZT12 e ZT18 correspondentes 07:00h, 13:00h,
19:00h e 01:00h, respectivamente, sendo ZTO o momento em que a luz se acendia. O
sangue e o tecido adiposo retroperitoneal foram coletados. O plasma foi obtido apés
centrifugacéo a 4°C durante 20 minutos em rotacdo de 3.200 rpm e acondicionado a -
20°C. O tecido adiposo branco foi imediatamente congelado em gelo seco e mantido a
-80°C até o processamento para andlise por qPCR. O Utero foi pesado como controle

do efeito da terapia de reposi¢cao hormonal segundo cada tratamento.

4.7 Analise dos efeitos do tratamento hormonal sobre parametros

circadianos

A fim de analisar os efeitos do tratamento com trés injecbes sobre parametros do
ritmo circadiano - temperatura interna e atividade locomotora - ratas ciclando
regularmente foram implantadas intraperitonealmente com um sensor de telemetria

(modelo G2 E-Mitter, Mini-Mitter Company, Sun River, OR, USA) durante anestesia
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com mistura Cetamina (80mg/kg) e Xilasina (10mg/kg). Foi feita tricotomia da regiao
abdominal e uma incisédo na pele para expor a linha alba do masculo reto abdominal,
onde foi realizada uma incisédo para posicionamento do sensor. Esse foi suturado junto
ao musculo para garantir constancia nos registros uma vez que esteve posicionado na
mesma regido durante todo o registro. Prosseguiu-se com sutura da pele e as ratas
receberam uma dose de Flunixine Meglumine (16 mg/kg s.c.) e uma dose de
Pentabidtico (2400 UI/Kg, i.m). Os animais foram posicionados isoladamente sobre um
receptor (ER-4000 Energizer/Receiver, Mini-Mitter Company, Sun River, OR, USA)
conectado em série a um computador pessoal contendo o software de aquisicdo de
dados. ApGs uma semana de registros, as mesmas ratas foram ovariectomizadas e
mantidas em registro por mais uma semana. Ao término desse periodo, as ratas foram
injetadas com 6leo (0,2 mL) ou cipionato de E2 (10 pg/0,2mL) por trés dias, sendo
sacrificadas 5 dias ap6s término do tratamento.

A observagdo dos efeitos do tratamento com implantes de 17B-E2 sobre os
paréametros circadianos atividade locomotora e temperatura foram aferidos da mesma
forma que mencionado para o protocolo de injecédo, sendo realizada implantacédo de
sensor para afericdo dos parametros em ratas ciclando, ovariectomizadas e tratadas

via insercéo de implantes contendo 17B3-E2 (180 pg/mL) ou 6leo de milho por 14 dias.

4.8 Extracdo de RNA e Real-Time PCR

Os tecidos foram manipulados em tubos autoclavados. Foi adicionado 1 mL de
TRIzol® Reagent (Invitrogen, E.U.A.) a cada tubo para homogeneizacdo dos tecidos

de acordo com protocolo ja empregado em nosso laboratério. O homogenato foi
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centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante, constituido
basicamente de gordura, foi removido. Adicionou-se 200pul de cloroférmio ao tubo que
permaneceu em temperatura ambiente por 5 minutos ao final dos quais foi realizada
centrifugagdo por 15 minutos a 13.000 rpm a 4°C. O sobrenadante translucido foi
transferido cuidadosamente para outros tubos eppendorf de 1,5 mL autoclavados, e
adicionou-se 500 pL de isopropanol. Nesse momento os tubos foram acondicionados a
- 80°C por 30 minutos e, ao final, nova centrifugacdo a 13.000 rpm por 20 minutos a
4°C foi realizada. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL de etanol a
75% ao precipitado, seguindo-se de uma centrifugacéo por 10 minutos de 13.000 rpm a
4°C. Novamente o sobrenadante foi descartado e o RNA extraido foi diluido em agua
estéril livre de DNAse e RNAse sendo mantido a -80°C. O RNA foi ressuspendido em
20uL de agua tratada com dietil-pirocarbonato (H,O DEPC, Ambion Inc.), e tratado com
DNase conforme instrugdes do fabricante (Kit turbo-DNA-freeTM, Life Technologies).
De forma resumida, a cada amostra foi adicionado 10% de volume do tampao para
DNase | e 1 ul de DNase I. Na sequéncia, as amostras foram incubadas por 30 min a
37°C. Acrescentou-se 10% do volume de reagente de inativacdo, seguido por
incubacéo por 2 min a temperatura ambiente. As amostras foram, entéo, centrifugadas
a 10.000 rpm durante 2 min com intuito de precipitar o reagente de inativacéo
juntamente com a DNase.

A transcricdo reversa foi realizada em tubos autoclavados a partir de 1 pug de
RNA total, adicionando-se 2 pL de oligo DT (50 pmol/ pL) ou 1uL de Random Primers
(200 pmol/ pL), 1 pL de dNTP (10 mM) e agua livre de RNases e DNases para um

volume final de 13 pL. A incubac&o ocorreu a 65° C por 5 minutos e a 4°C por 1 minuto.
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A segquir foi adicionada a solug¢édo anterior, 4 pL de tampéo para PCR, DTT (0,1 M),
inibidor de ribonuclease (40 U/pL) e 1 yL da enzima Superscript lll RT. Realizou-se
nova incubacéo a 25° C por 5 minutos; 50° C por 50 minutos e 70° C por 15 minutos. O
cDNA obtido foi armazenado a -20° C. Para realizacdo do PCR quantitativo para os
genes de interesse Perl, Bmall, Rev-erba e para os normalizadores S26 e 18S, foram
preparadas solucbes que permitem a amplificacdo dos mesmos. Tais solucdes
possuem primers forward e reverse dos genes citados em agua livre de RNAses e

DNAses.
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Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados no gPCR

18S Forward:
5’CGGCTACCACATCCAAGGAA3Z’
Reverse: 5'GCTGGAATTACCGCGGCT
3’

S26 Forward:
5" CGATTCCTGACAACCTTGCTAS’
Reverse:
5 CGTGCTTCCCAAGCTCTATGT3

Per 1 (Rattus) Forward:
5’ATGCAGAAACAACAGCCACGGTTCY
Reverse:
5TGGCCAGGATCTTGAACACTGCTA3Z

Bmal 1 (Rattus) Forward:
5AGGCCTTCACTGGAATGGTGCTATY

Reverse:5’
TGACTGGCCTGGAACTTGCTACATZ

Reverb-a (Rattus) Forward:
5"ACAGCTGACACCACCCAGATCY
Reverse:
5" CATGGGCATAGGTGAAGATTTCT3’

As amostras, seguidas das suas respectivas solucdes, foram pipetadas na placa

de 96 pocos juntamente com mix universal SYBRgreen (LifeTechnologiesTM). A
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analise dos dados foi feita pela comparacéo entre nimero de cOpias dos pocos controle
e experimentais, obtida entre as por¢cdes de crescimento geométrico das curvas,
passando-se uma reta denominada limiar que cruza essas porcdes. Sabendo-se o
numero de ciclos por onde passa a reta limiar (CT), foi encontrado o ACT que ¢é a
diferenca do valor médio para o gene de interesse e para o RNA S26. A seguir, foram
subtraidos os valores médios encontrados para os pogos tratados da média dos pocos
de menor expressdo, obtendo-se o AACT. Esse valor foi colocado como exponencial
negativo na base 2 (2-AACT), obtendo-se assim o numero de vezes que o gene foi
expresso em relacdo a este grupo de menor expressao (Livak & Schmittgen, 2001). A
analise da expressdo génica segundo o método citado parte da comparacdo entre
diferentes tratamentos ou estados fisioldgicos capazes de mudar o perfil de expressao

de RNAmM do tecido alvo.

4.9 Dosagem plasméatica de hormdnio luteinizante

Para a dosagem das concentracfes plasmaticas de LH foi utilizado um kit de
radioimunoensaio especifico fornecido pelo National Hormone and Peptide Program
(Harbor-University of California at Los Angeles). O anticorpo para o LH foi o anti-rat LH-
S10, diluido em soro de coelho normal e a preparacao padréo foi o LH-RP3 diluido em
tampao fosfato gel 0,1% (0,01M, pH=7.5). O menor limite de deteccao foi 0,04 ng/ml e

o coeficiente de variagcao intra-ensaio foi de 4%
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410 Anéalise dos dados

Os dados de variacdo de peso corporal, de peso uterino, de concentracao
plasmatica de LH e da amplitude do ritmo de atividade locomotora foram comparados
por andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguida por Tukey ou Bonferoni,
conforme a situacdo experimental. A andlise das expressfes génicas temporais foi feita
por ANOVA de duas vias e para aquelas em apenas um ponto empregou-se teste de t-
student. A diferenca foi considerada significativa quando p<0,05, obtidos pelo programa
estatistico Graph Pad Prism 5.0. Para as analises dos actogramas e amplitude utilizou-
se o0 programa ClockLAb (Actimetrics, IL, USA). Os registros foram agrupados em
blocos de 2, e plotados numa resolucéo de 30 42 pontos por hora. Os actogramas
foram construidos para que os padrdes ritmicos de ALE fossem analisados. O
programa utiliza o teste estatistico Periodograma Qui-quadrado descrito por Sokolove e

Bushell (1978) para calcular o periodo do ritmo.
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5. RESULTADOS

5.1Tratamento hormonal com estradiol altera parametros morfologicos e

fisiologicos em ratas ovariectomizadas.

Os parametros peso uterino, concentragdes de LH plasmatico e ganho de peso
corporal das ratas tratadas inje¢cbes de 6leo ou com implantes (7, 14 ou 21 dias) ndo
foram estatisticamente diferentes, dessa forma, agrupamos estes resultados em um
Unico grupo, apresentado como 6leo nos graficos das figuras 5,6 e 7.

As ratas do grupo OVX - Cipionato de E2 apresentaram maior peso uterino
guando comparadas aos grupos 0leo e OVX- Implante 173-E2 nas duas concentracfes
testadas. O grupo OVX - cipionato de E2 apresentou um aumento significativo no peso
uterino quando comparado aos valores encontrados nas ratas tratadas com 6leo ou
com OVX + implante 6leo em ambas concentracfes (Figura 5, Painel A). A partir destes
resultados, optamos pelo tratamento com OVX+implante de 173-E2 na concentracdo
de 180 pug/mL e passamos a testar o tempo de tratamento.

Ratas do grupo 6leo tiveram uma reducéo no peso do Utero quando comparadas
com as ratas ciclando regularmente (intactas) (p<0,01). O tratamento com implante
17B-E2 na concentracdo de 180 pug/mL por 7 e 14 dias restaurou os valores de peso
uterino apresentados pelas ratas intactas (p<0,01). O peso uterino das ratas OVX-
cipionato E2 foi maior em comparacao com o das ratas tratadas com implante de 17f3-

E2 por 7, 14 e 21 dias e com 0leo (p<0,01, Figura 5, Painel B).
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O peso uterino varia de acordo com as concentracfes plasméaticas de estradiol,
sendo utilizado como um parédmetro das acdes tréficas deste horménio em promover
um aumento das células endometriais, que pode decorrer de uma exposicdo ao
estradiol e persistir por certo tempo, mesmo que essas concentracbes ja tenham
diminuido. Assim, com o objetivo de melhor caracterizar fisiologicamente estes
tratamentos, também analisamos as concentra¢gdes plasméaticas de LH, as quais, neste
modelo, se correlacionam de forma inversa com as de estradiol num mesmo momento.
Todos os tratamentos utilizados (Implante 173 E2 por 7, 14 ou 21 dias e com cipionato
de E2) promoveram uma reducdo nas concentracbes plasmaticas de LH quando

comparados com o grupo 6leo (p<0,01, Figura 6).
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Figura 5. Avaliacdo de peso uterino relativo. Painel A: Andlise do peso uterino de ratas
ovariectomizadas (OVX+ 0leo), 14 dias apés a insercdo de implantes s.c. contendo estradiol
(E2) nas concentragBes de 180 pg/mL ou 360 pug/mL diluido em 6leo de milho ou somente
6leo de milho (Oleo) e de ratas OVX tratadas com 3 injecdes s.c consecutivas de cipionato de
estradiol (Ovx- injec&o cipionato de E2) na concentracéo de 10 ug/0,2 mL. Painel B: Andlise do
peso uterino de ratas ciclando regularmente (Intacta), de ratas ovariectomizadas (OVX+ 6leo),
7 14 e 21 dias (d) ap0s a insercao de implantes s.c. contendo estradiol (E2, 180 pg/mL) diluido
em oleo de milho ou somente 6leo de milho (Oleo) e de ratas OVX tratadas com 3 injecdes s.c
consecutivas de cipionato de estradiol (Ovx- injecdo cipionato de E2) na concentracdo de 10
ug/0,2 mL. Os dados sao apresentados pela média + EPM. Letras diferentes apontam
diferencas pela andlise de variancia de uma via seguida do teste de Bonferroni, p<0,05.
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Figura 6. Concentracdes plasméticas de LH de ratas ovariectomizadas (OVX+0leo), 7 14 e 21
dias (d) apds a insercéo de implantes s.c. contendo estradiol (E2, 180 pg/mL) diluido em 6leo
de milho ou somente 6leo de milho e de ratas OVX tratadas com 3 inje¢des s.c consecutivas de
cipionato de estradiol (Ovx- injecéo cipionato de E2) na concentracdo de 10 pg/0,2 mL. Todas
as ratas foram eutanasiadas as 7:00 h. Os dados sdo apresentados pela média £+ EPM. Letras
diferentes apontam diferencas pela andlise de variancia de uma via seguida do teste de
Bonferroni, p<0,05.
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Figura 7: Analise da variacdo do ganho de peso de ratas ciclando regularmente (Intacta), de
ratas ovariectomizadas (OVX+6leo), 7 14 e 21 dias (d) apls a insercdo de implantes s.c.
contendo estradiol (E2, 180 pg/mL) diluido em éleo de milho ou somente 6leo de milho e de
ratas OVX tratadas com 3 injecdes s.c consecutivas de cipionato de estradiol (Ovx+injecéo
cipionato de E2) na concentracdao de 10 ug/0,2 mL. Os dados sdo apresentados pela média +
EPM. Letras diferentes apontam diferencas pela andlise de variancia de uma via seguida do
teste de Bonferroni, p<0,05.
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5.2 Efeito do tratamento com estradiol sobre ganho de peso corporal e
sobre peso dos tecidos adiposos brancos

Todos os tratamentos com estradiol, com excecdo do Ovx- implante de 173 E2
pelo periodo de 21 dias, foram capazes de reduzir o ganho de peso corporal induzido
pela ovariectomia (Figura 7). Baseado nos resultados apresentados nas figuras 5 (Peso
Uterino), 6 (LH plasmético) e 7 (variacgdo de ganho de peso) estabelecemos o
tratamento com Ovx-implante de 178 E2 por 14 dias para analise dos préximos
parametros a serem investigados (peso do tecido adiposo branco, expressao génica e
parametros do ritmo circadiano de atividade locomotora e temperatura corporal).

Os tratamentos com Ovx- implante de 178 E2 e com Ovx-cipionato de E2
ocasionaram uma reducdo no peso do tecido adiposo retroperitoneal (p<0,001, TAR),
enquanto estes tratamentos ndo alteram o peso dos tecidos mesentérico (TAM) e

perigonadal (TAP) (Figura 8).
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Figura 8: Analise do peso relativo do tecido adiposo retroperitoneal (TAR), mesentérico (TAM)
e perigonadal (TAP) de ratas ovariectomizadas (OVX) 14 dias ap0s a insercdo de implantes
s.c. contendo estradiol (E2, 180 pg/mL) diluido em 6leo de milho ou somente 6leo de milho
(Oleo) e de ratas OVX tratadas com 3 injecdes s.c consecutivas de cipionato de estradiol (E2)
na concentracdo de 10 pg/0,2 mL. Os dados sdo apresentados pela média + EPM. *, p<0,001
versus grupo 6leo, analise de variancia de uma via seguida do teste de Bonferroni.
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5.3 Efeito do tratamento com pellet de estradiol sobre expressao temporal

de Bmall no TAR em ratas ovatiectomizadas

Considerando que o peso do TAR foi reduzido pelo tratamento com Ovx-implante
de 17BE2 e com Ovx- cipionato E2, este tecido adiposo foi eleito para analisarmos o
padrdo temporal da expressdo do gene de reldogio Bmall. O tratamento com Ovx-
implante de 17BE2 de ratas ovariectomizadas foi capaz de alterar temporalmente a
expressdo do gene de relégio Bmall, ocasionando um pico de expressdao no ZTO,

inexistente no grupo Oleo (p<0,01, Figura 9).
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Figura 9: Andlise dos niveis de RNAm relativo do gene Bmall do tecido adiposo
retroperitoneal de ratas ovariectomizadas (OVX) 14 dias apés a insercdo de implantes s.c.
contendo estradiol (E2, 180 pg/mL) diluido em 6leo de milho ou somente 6leo de milho (Oleo)
eutanasiadas no zeitgber (ZT) 0, 12 e 18. Os dados séo apresentados pela média £+ EPM. O
gene foi normalizado pelo gene 18S e pelo menor valor de expressdo de seu controle. *,
p<0,001 versus grupo 6leo no mesmo ZT, e a, p<0,05 versus ZTs 12 e 18 no mesmo grupo,
andlise de variancia de duas vias seguida do teste de Bonferroni.
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5.4 Efeito da injec&o de estradiol sobre a expressao dos genes Perle

Bmall em ratas ovariectomizadas

As inje¢Oes de cipionato de estradiol, administradas em ratas ovariectomizadas,
foram capazes de aumentar a expressédo do gene de relogio Perl as 19:00h (ZT12) do
dia subsequente a aplicagdo da ultima dose (p<0,01). O tratamento hormonal, no

entanto, nao foi capaz de alterar a expressdo do gene Bmall no mesmo ZT (Figura 10,

painéis A e B).
A rPer1 - B eraI1
o
QL 5 %k 8 2.0+
3 ' X
§ > 1.5
6 o )
2 2 -
o g 1.0+
= I e
® 1 © |
© o 05-
£ &
Z 0 Z 00
© OVX+ Oleo OVX+Injecdo x OVX+ Oleo OVX+Injegéo
Cipionato de E2 Cipionato de E2

Figura 10: Analise dos niveis de RNAm do gene Perl (Painel A) e do gene Bmall (Painel B)
relativo do tecido adiposo retroperitoneal de ratas OVX tratadas com 3 injecbes s.c
consecutivas de cipionato de estradiol (E2) na concentracdo de 10 ug/0,2 mL eutanasiadas no
ZT 12. Ambos genes foram normalizados pelo RNAm do gene S26 e pelo menor valor de
expressao de seu respectivo controle. Os dados sdo apresentados pela média + EPM. **
p<0,01 versus grupo 6leo, test t student.
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5.5 Efeito da injec&o de estradiol sobre a expresséo do gene Reverb-aem

ratas ovariectomizadas

A administragéo de injecdes de cipionato de estradiol (10ul/0,2mL) aumentou a
expressdo do gene Reverb-a no tecido adiposo retroperitoneal de ratas
ovariectomizadas eutanasiadas as 19:00h (ZT 12) do dia seguinte ao final do

tratamento (p<0,05, Figura 11).
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Figura 11: Andlise dos niveis de RNAm relativo do gene Reverb-a do tecido adiposo
retroperitoneal de ratas OVX tratadas com 3 injecdes s.c consecutivas de cipionato de estradiol
(E2) na concentragdo de 10 nug/0,2 mL eutanasiadas no ZT 12. Os niveis de RNAm do gene
S26 foram utilizados como referencia e o valor de expressao do grupo 6leo foi utilizado como
normalizador. Os dados sé@o apresentados pela média + EPM. **, p<0,01 versus grupo 0leo,
test t student.
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5.6 Actograma tipico de ratas em ciclo regular, ovariectomizadas e tratadas

com Implantes de 17B-E2

A figura 12 mostra um actograma, ou seja, uma representacao gréfica do perfil de
atividade locomotora de uma rata ciclando regularmente, seguida dos protocolos de
ovariectomia e tratamento com implante 6leo (painel A) ou implante de 173-E2 (painel
B). Os pontos vermelhos referem-se ao momento em que houve o pico de atividade,
denominado acrofase. Observou-se que durante a fase de ciclo estral regular (Ciclo) a
variacado da acrofase foi pequena e que apds a ovariectomia, esse pico foi deslocado
para a esquerda, o que significa que o horario de pico de atividade foi antecipado. As
ratas tratadas com 6leo mantiveram o padrdo de ALE do periodo de ovariectomia,

enquanto que a reposicao com estradiol atrasou o horéario de pico de atividade.

5.7 Actograma tipico de ratas em ciclo regular, ovariectomizadas e tratadas

com E2-injecéo

O actograma da figura 13 mostrou que durante o registro de atividade locomotora
no ciclo estral, ocorrem discretas variacdes na acrofase, o que é mantido durante a
ovariectomia. Os registros foram mantidos por 5 dias apos o tratamento com injecdes
de 6leo (painel A) ou cipionato de E2 (painel B). O perfil de atividade locomotora foi
similar ao observado com no grupo OVX-Implant 173-E2, assim, o estradiol parece
atrasar o horario no qual o pico da atividade locomotora em ambos os tratamentos

(Figura 9, painel B).
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Figura 12: Actograma representativo de uma rata ciclando regularmente (ciclo) e
submetida a ovariectomia (OVX) e depois a insercdo de implante s.c. contendo
estradiol (E2, 180 pg/mL) diluido em 6leo de milho ou somente 6leo de milho (Oleo) por
14 dias. Barras brancas na parte superior da figura representam a fase clara e barras
pretas, fase escura. Os numeros na horizontal indicam as horas do dia. Os nameros
nas laterais se referem ao numero de dias registrados. Os pontos em vermelho
representam a acrofase.
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Figura 13: Actograma representativo de uma rata ciclando regularmente (Ciclo) e
submetida a ovariectomia (OVX) e depois ao tratamento com 3 injecbes s.c
consecutivas de cipionato de estradiol (E2) na concentragdo de 10 pg/0,2 mL ou
somente 6leo de milho (Oleo). Barras brancas na parte superior da figura representam
a fase clara e barras pretas, fase escura. Os niumeros na horizontal indicam as horas
do dia. Os numeros nas laterais se referem ao niumero de dias registrados. Os pontos
em vermelho representam a acrofase.
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5.8 Anélise de Parametros

A ovariectomia, por até 11

do ritmo de atividade locomotora

dias, antecipa o horéario de inicio da atividade

locomotora espontanea (Figura 14, Painel A). Aos 21 dias de castracdo, o onset da

atividade ndo mais se diferencia daquele observado em ratas ciclando. O estradiol

parece néo exercer efeito sobre esse parametro. Os outros dois parametros de ritmo de

atividade locomotora analisados, acrofase (Painel B) e offset (Painel C) e ndo foram

afetados pela ovariectomia.

Onset

_qJ Intactas - OVX Oleo Cipionato Oleo  17pE2
de E2

Tempo apés luzes serem apagadas (h)

Injecéo Implante

ovX

Offset

1.0+

| EF:

Tempo apos luzes serem acesas (h)

Intactas OVX  Qleo Cipionato (jeg 17pE2
de E2

Injecéo Implante

OVX

Acrofase

u L}
Intactas

Tempo apoés luzes serem apagadas (h)

il

OVX  Oleo Clpmnatn Oleo 17pE2

Injecdo Implante

QvX

60



Figure 14. Andlise dos parametros do ritmo de ALE Onset (Painel A), Acrofase (Painel B) e
Offset (Painel C) de ratas ciclando regularmente (Intactas), de ratas ovariectomizadas por sete
dias (OVX), de ratas OVX tratadas com 3 inje¢Bes s.c consecutivas de 6leo de milho (Oleo) ou
com cipionato de estradiol diluido em 6leo de milho (Cipionato de E2, 10ug/0,2mL), apds a
insercdo de implantes s.c. contendo 17 estradiol (17BE2 180ug/mL) ou 6leo de milho (6leo)
por 14 dias. Os dados sao apresentados pela média + EPM, * p<0,05; ** p<0,01 versus intactas
pela analise de variancia de uma via seguida do teste de Bonferroni

5.9 Anélise da Amplitude do ritmo de atividade locomotora

A amplitude do ritmo de atividade locomotora mostrou-se reduzida em relacdo as
fémeas intactas apos 7 dias de ovariectomia e elevada nos grupos OVX-Implante Oleo
e OVX-Implante 17B-E2, que representam 21 dias de ovariectomia, quando

comparados com o grupo OVX (Figura 15).
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Figura 15: Andlise da amplitude do ritmo circadiano de atividade locomotora de ratas ciclando
regularmente (Intactas), de ratas ovariectomizadas por sete dias (OVX), de ratas OVX tratadas
com 3 injecdes s.c consecutivas de 6leo de milho (Oleo) ou com cipionato de estradiol diluido
em Oleo de milho (cipionato de E2, 10ug/0,2mL), apds a inser¢ao de pellets s.c. contendo 6leo
de milho (Oleo) ou estradiol diluido em 6leo de milho (17BE2, 180 pg/mL) por 14 dias. Os
dados sdo apresentados pela média + EPM; * versus Intactas p<0,05; **/*** yersus OVX p<0,01
e p<0,001, respectivamente, pela andlise de variancia de uma via seguida do teste de
Bonferroni.
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5.10 Analise davariacdo de temperatura interna

As ratas ciclando regularmente, ap0s serem ovariectomizadas apresentaram
valores de temperatura corporais mais baixos na fase clara, conforme apresentado na
figura 16.

As ratas dos grupos OVX-Implante Oleo e OVX-Implante 17B-E2 néo
apresentaram diferenca estatistica na variagdo de temperatura corporal nos dias aos
guais foram expostas ao tratamento. Os animais dos dois grupos apresentam
oscilagdes circadianas, com temperaturas levemente mais elevadas no periodo de
atividade, ou seja, fase escura (Figura 17).

Ja as ratas OVX cipionato de E2 tiveram varia¢cGes circadianas de temperatura
no decorrer do tratamento que se diferenciaram das temperaturas apresentadas pelas

ratas OVX+ injecdo 6leo na fase escura, conforme demonstrado na Figura 18.
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Figura 16. Variagdo da temperatura interna de ratas intactas (circulos pretos) ou
ovariectmomizadas (Ovx) (circulos cinzas). Os dados sdo apresentados pela média + EPM; *
p<0,05 em comparac¢do com grupo intactas pela anélise de variancia de medidas repetidas de
duas vias seguida do teste de Tukey.
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Figura 17. Variacdo da temperatura interna de ratas ovx tratadas com implantes s.c.
contendo 6leo de milho (circulos pretos) ou 17-B estradiol diluido em 6leo de milho
(180ug/mL) (circulos cinza). Os dados sé@o apresentados pela média + EPM; * p<0,05
em comparacdo com grupo 6leo pela andlise de variancia de medidas repetidas de

duas vias seguida do teste de Tukey
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Figura 18. Variagdo da temperatura interna de ratas ovx tratadas com 3 injecbes s.c.
consecutivas de 6leo de milho (circulos pretos) ou cipionato de estradiol diluido em 6leo de
milho (10ug/0,2mL) (circulos cinza). Os dados sado apresentados pela média £+ EPM; * p<0,05
em comparacao com grupo Oleo pela andlise de variancia de medidas repetidas de duas vias
seguida do teste de Tukey.
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5.11 Anaélise da amplitude do ritmo de temperatura interna

A amplitude do ritmo de temperatura interna apresentou-se elevada no grupo
OVX-Implante 17B-E2, quando comparado com o grupo de ratas ciclando
regularmente. Diante dos demais tempos de ovariectomia (7 e 11 dias) ou tratamentos
(injecdo de oOleo ou estradiol e implantes contendo 6leo de milho), a amplitude

manteve-se inalterada (Figura 19).
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Figura 19: Andlise da amplitude do ritmo circadiano de temperatura interna de ratas ciclando
regularmente (Intactas), de ratas ovariectomizadas por sete dias (OVX), de ratas OVX tratadas
com 3 injecdes s.c consecutivas de 6leo de milho (Oleo) ou com cipionato de estradiol diluido
em Oleo de milho (cipionato de E2, 10ug/0,2mL), apds a inser¢ao de pellets s.c. contendo 6leo
de milho (Oleo) ou estradiol diluido em 6leo de milho (17BE2, 180 pg/mL) por 14 dias. Os
dados sé@o apresentados pela média + EPM; * p<0,05 em comparagdo com grupo OVX pela
andlise de variancia de uma via seguida do teste de Bonferroni.
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6. DISCUSSAO
6.1 Padronizagao do modelo “crénico” de tratamento com estradiol

O estabelecimento de um modelo de reposicdo hormonal pouco invasivo é de
grande valia, uma vez que permite manter concentracoes adequadas de estradiol sem
gue 0s animais passem por injecdes diarias de E2 por um longo periodo. Este foi um
dos objetivos deste estudo, que nos permitiu realizar um tratamento com estradiol por
14 dias durante os quais avaliamos, também, parametros do ritmo circadiano.

A cirurgia de ovariectomia ocasiona uma queda abrupta dos niveis de estrogeno
gue esta associada, entre outros fatores, com aumento de peso corporal, aumento de
ingestdo alimentar e elevacdo dos niveis de LH (horménio luteinizante) e FSH
(horménio foliculo estimulante) (Geary et al., 2001; Asarian e Geary, 2006). Na falta de
estradiol a concentracédo de FSH e de LH circulantes tendem a aumentar de cinco a
dez vezes em funcéo da perda do mecanismo de feedback negativo exercido por esse
hormdénio ovariano, responsavel pela sinalizacdo hipotalamica para reducdo da
secrecdo de gonadotrofinas. Tratamentos de reposicdo com baixas doses de estradiol
séo capazes de diminuir os niveis plasmaticos de LH, de ganho de peso corporal, como
0 observado em nossos experimentos, e de reestabelecer niveis séricos de estradiol.

A acao do estradiol sobre a morfologia do utero de ratas foi descrita ainda na
década de 50 por (Everett e Sawyer) que relataram mudancas ocorridas no decorrer do
ciclo estral frente as oscilagbes dos niveis de estrogenos. No presente trabalho, foi

observada uma reducdo no peso uterino de ratas ovariectomizadas e o
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reestabelecimento de peso de Utero em animais tratados com implante de E2 ou
injecdes de cipionato de E2. Dessa forma, podemos concluir que o modelo de
reposicdo hormonal com estradiol utilizando implantes de 17B-E2 parece ser

satisfatorio para o propésito de restabelecer os niveis de estradiol plasmatico.

6.2 Efeito do estradiol sobre o ganho de peso

Os mecanismos pelos quais o tratamento com estradiol reduz o ganho de peso
tem sido amplamente investigados e, ha evidéncias de que ele atue em regides
hipotalamicas tais como PVN e nucleo arqueado promovendo diminui¢do da ingestédo
de alimentos (Simonian e Herbison, 1997; Mauvais-Jarvis et al., 2013). Nesse sentido,
o ERa (receptor alfa de estradiol) parece ser o responsavel pelas a¢des centrais do
estradiol em controlar a homeostase energética. Xu et al. (2011) demonstraram que
neurdnios hipotalamicos positivos para o fator esteroidogénico 1 (SF-1) ou para pro-
opiomelanocortina (POMC) que ndo expressam ERa apresentam metabolismo
reduzido, obesidade visceral e hiperfagia. A expressao de ERa em neurénios POMC
pode explicar como o estradiol facilita a secre¢cdo de a-MSH (hormdénio estimulante de
melandcitos tipo alfa) que age nos receptores de melanocortina 3 e 4 nos nucleos
lateral e paraventricular do hipotdlamo, gerando efeito catabdlico que resulta em perda
de peso e aumento de gasto energético (Elmquist et al., 1998). Além disso,
camundongos fémeas e macho nocautes para o receptor alfa apresentaram ganho de
peso secundario a reducdo do gasto energético (Ribas et al., 2010). Outro achado
interessante é que os ERa estdo colocalizados com receptores longos de leptina, no

nucleo arqueado do hipotalamo, podendo o estradiol exercer uma funcdo moduladora
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da mesma. Niveis aumentados de estradiol tem sido associados com aumento da
sensibilidade a leptina em roedores (Clegg et al., 2003; Clegg et al., 2006). Em nosso
trabalho, ndo foi avaliada a expressdao de RNAm de leptina no tecido adiposo ou sua
concentragdo plasmatica. No entanto, tendo em vista que esse € um horménio que tem
um padréo circadiano de liberacdo (Sukumaran et al., 2010), o estradiol poderia agir
como um facilitador no tecido adiposo branco para receber as informacdes eferentes do
relégio central, frente a liberacdo de leptina por este tecido.

Alternativamente, o estradiol poderia agir diretamente no tecido adiposo branco
promovendo lipolise e diminuicdo deste tecido, conforme observado em um estudo com
ratas espontaneamente hipertensas (SHR) (Abeles et al.,, 2012) podendo inibir,
também, genes chaves da adipogénese (Stubbins et al., 2012). Um estudo com
camundongos aERKO revelou menor peso de tecido adiposo perigonadal, inguinal, e
perirenal nos animais machos e fémeas selvagens (Heine et al., 2000). De fato, esse
efeito foi observado em nossos resultados. Ambos tratamentos, implantes de 173-E2 e
cipionato de E2, levaram a uma reducao no ganho de peso corporal e uma diminuicéo
no peso do TAR. Estes efeitos podem ser decorrentes tanto de uma ac¢ao indireta do
E2 sobre a saciedade (como detalhado acima), como direta no tecido adiposo.

Os estrogenos parecem promover, ainda, uma redistribuicdo de gordura.
Mulheres apresentam maior proporcdo de gordura subcutanea enquanto homens
possuem maior tecido adiposo visceral. De maneira importante, essa redistribuicdo &
abolida em mulheres na pds-menopausa quando comparadas a homens de mesma

idade (Kotani et al., 1994). Uma vez que, dentre os depdsitos de gordura analisados no
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presente estudo, o E2 reduziu o peso somente do TAR, aventamos que possa ser em
decorréncia do efeito deste hormodnio sobre a redistribuicdo de gordura corporal.

Esta acao do estradiol no tecido adiposo branco parece ser mediada pelos ER-a.
Ha estudos que indicam que camundongos nocautes para estes receptores sdo
lipodistroficos (auséncia de gordura subcutanea) e apresentam perda de gordura
visceral. Além disso, no tecido adiposo, o ERa parece promover a quebra dos estoques
de gordura (Pedersen et al., 2004; Zhu et al., 2015) e camundongos que apresentam
mutacdes no gene que codifica tal receptor sdo obesos. Tratamento de ratas
ovariectomizadas com E2 reduz a expresséao do ERa (e ndo do ERp) no TAR (Heine et
al., 2000). Dessa forma, sugerimos que a acdo do E2 observado em nossos estudos
seja via este receptor. Ndo observamos efeito do E2 no peso do tecido adiposo
perigonadal (TAP). Diferente dos nossos resultados, contudo, (Zhu et al., 2015)
demonstraram, recentemente, que o tratamento de camundongas com estradiol levou a
uma diminuicdo dos estoques de tecido adiposo perigonadal. Esta divergéncia pode ser
explicada pela diferenca entre as espécies analisadas. Apesar disso, podemos dizer
gue ha um efeito claro do estradiol em reduzir o peso do tecido adiposo branco em

roedores.

6.3 Efeito do estradiol sobre o relégio local

Considerando-se a reducao do peso do TAR induzido pelo estradiol, elegemos
este tecido para analisar a expressao dos genes da alca molecular principal do relégio,

Perl e Bmall e, da alca auxiliar, o gene Reverba. O tratamento com implantes de 17(3-

68



E2 permite observar os efeitos do E2 por periodo maior do que com inje¢cbes de E2 (14
dias versus 4 dias, respectivamente), assim, optamos por analisar a expresséo
temporal dos genes Perl e Bmall no TAR. Em resultados preliminares (ndo mostrados
nesta dissertacdo), observamos que a expressdo do gene Perl nao variou nos ZTs
analisados tanto no grupo Oleo-Pellet quanto no grupo E2-Pellet. O tratamento com
implantes de 17B-E2, no entanto, leva a variagdes temporais que nao foram
observadas no grupo implante Oleo, com um aumento na expresséo do gene Bmall no
ZTO0.

As proteinas do reldgio apresentam um ritmo circadiano de expressédo em todas
as células do organismo e o controle da expressao destas proteinas é dependente, em
nivel celular, da regulacdo da maquinaria dos genes de relogio (Clock, Bmall, Per e
Cry) (Zanquetta et al., 2010).

A coeréncia de fase da expressdo destas proteinas, ao nivel celular, é fator
determinante para o funcionamento das variacdes circadianas advindas do tecido em
guestdo, que pode ser nomeado de relégio periférico. Esta coeréncia depende do
relégio central, o NSQ, em mamiferos, que tem funcdo de coordenar os multiplos
relégios periféricos por meio de diversos sinais internos, que s&o considerados
zeitgebers internos (Challet, 2015). Esta bem estabelecido, por exemplo, que a
variacdo circadiana na secrecdo de glicocorticéide € abolida pela lesdo do NSQ
(Kalsbeek e Fliers, 2013). Assim, o hormonio estradiol poderia ser o sinal interno,
regulado pelo NSQ, utilizado pelo organismo para estabelecer sincronia de fase ao
nivel celular de relogios periféricos. O E2 ndo apresenta variagbes circadianas de

liberacdo, no entanto, poderia ter um efeito permissivo sobre as acdes de outros
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zeitgebers internos. Por exemplo, a secrecdo de leptina € circadiana e regulada pelos
NSQ via sistema nervoso autondmico (Zanquetta et al., 2010); as acdes de promover
saciedade deste hormonio parecem depender de uma acdo permissiva do E2, uma vez
qgue mulheres na pés-menopausa (com baixos niveis circulantes de E2) apresentam
dislipidemia, aumento da adiposidade central e altos niveis de leptina circulantes
(Tanko e Christiansen, 2006).

As oscilacbes temporais de Perl e Bmal podem ser cruciais para garantir a
manutencdo da homeostasia lipidica e o estradiol parece contribuir nessa dinamica,
uma vez que levou a variacdes temporais do gene Bmall. De fato, alteracées no perfil
circadiano de expressao de Perl, Bmall e Clock sdo observadas em obesos (Vieira et
al., 2014) e mulheres menoupasadas apresentam ganho de peso (Van Sinderen et al.,
2015). O pico de expressdo de Bmall no adiposo inguinal de camundongas € no ZT1
(Yoo et al.,, 2004), e nas amostras coletadas no ZTO pudemos observar também a
expressdo de Bmall aumentada. Até onde sabemos, ndo foi analisada a expresséo
temporal de Perl no tecido adiposo branco de ratas, mas se compararmos, a
expressao deste gene, no figado, por exemplo, um aumento acontece no inicio da fase
de escuriddo - ZT12 em (Horta, 2014) e, ZT14 em (Su et al., 2016). No presente
trabalho houve uma grande dispersao nos resultados para o gene Perl (dados néo
apresentados), mas acreditamos que essa analise € de grande importancia para
apreciagdo mais completa dos efeitos do estradiol sobre o funcionamento da
magquinaria do reldgio circadiano nesse tecido.

O tratamento com cipionato de E2 aumentou a expressao de Perl, no entanto,

nao afetou a expressdo de Bmall, apesar de uma tendéncia a diminui-la (p=0,059).
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Esse foi um achado interessante porque Perl e Bmall sdo componentes de partes
diferentes da alca da maquinaria celular, de modo que, devem apresentar expressdes
em antifase (quando um esta no seu pico de expressao, espera-se que 0 outro esteja
no nadir). Por se tratar de um tratamento curto, as injecdes de cipionato de estradiol
podem evidenciar um efeito agudo desse hormonio sobre a expressédo dos genes de
relégio nos tecidos periféricos analisados. O padrdo aumentado de Perl em relacdo ao
controle fornece um indicativo de que o estradiol possa estar modulando a expressao
desse gene, o que poderia levar a sincronizacéo da alca local da maquinaria do reldgio
no tecido adiposo e contribuir para o reestabelecimento da homeostase energética. De
fato, a reposi¢édo via implantes de 17B-E2 levou a alteragbes de fase no ritmo de
expressdo génica, o que justifica, no nosso trabalho, o aparecimento do pico de
expressdo de Bmall no ZTO. Os efeitos de arraste nos parametros do ritmo circadiano
causados por alguma pista ambiental ou interna sé sdo observadas apds alguns dias
da exposicao ao zeitgeber. Animais expostos a alteracdo de ciclo de luz, por exemplo,
guando em ambiente de luminosidade e escuriddo, ou expostos a um pulso de luz
branca, quando anteriormente em escuriddo constante, apresentam mudancas no
padrdo circadiano de atividade locomotora, que sdo observadas nos actogramas
depois de aproximadamente 3 dias (Yamazaki et al., 2000). Fazendo um paralelo com
0S nossos resultados de expressédo génica, podemos dizer que apos trés dias de
injecdo de estradiol, este horménio leva a um aumento da expressdo de Perl,
necessaria para o arraste de fase do ritmo circadiano de expressao da maquinaria do
relégio, neste caso, temos que supor um padréo oscilatério do relégio local (tecido

adiposo) na rata com ciclos estrais regulares (dados nao observados neste trabalho e
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inexistente na literatura até o presente) (Figura 20). Este efeito de pista para o rel6gio
para promover o arraste na maquinaria molecular, ja foi, de fato, demostrada no NSQ,
onde um pulso de luz leva a um aumento de Perl e arraste de fase (Weaver, 2002,
2001). Em conclusédo, aventamos a possibilidade de o estradiol possa estar
funcionando como uma pista interna para o reldgio local do tecido adiposo.

O receptor nuclear Rev-erba é descrito como um componente do relogio
biolégico que atua no sentido de manter ciclos de oscilagbes da maquinaria molecular
circadiana. Animais nocautes de Rev-erba, apesar de continuarem apresentando ritmos
circadianos, mostram um encurtamento no periodo de atividade (Preitner et al., 2002).
Além disso, esse receptor desempenha um papel importante no metabolismo lipidico,
regulando a adipogénese e a homeostase de triglicérides. Camundongos nocautes
para Reverb-a apresentam dislipidemia, com elevados niveis de (VLDL), triglicérides e
aumento de niveis séricos de apo lipoproteina C3, além de serem hiperglicémicos
guando comparados aos controles (Preitner et al., 2002; Raspe et al., 2002; Fontaine et
al., 2003; Delezie et al., 2012). Em nosso estudo, tratamento com cipionato de E2
aumentou a expressdo de Reverb-a. Estes dados se correlacionam com a reducao do
ganho de peso corporal observado nas ratas tratadas com E2. Tratamento com
agonista para Reverb-a em camundongos promove perda de peso corporal e de massa
gordurosa e aumenta o consumo de O2, indicando um efeito deste componente da
maquinaria do relégio sobre o metabolismo basal (Solt et al., 2012). Assim, o efeito do
estradiol em reduzir a massa do TAR e o peso corporal pode ser via 0 aumento de
Reverb-a. Além disso, o aumento de Reverb-a promovido pelo E2 pode ter modificado

a maquinaria molecular do relégio biolégico do TAR, uma vez que apos o tratamento
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com E2-injecado, a expressao de Perl também aumentou, e no ZT analisado (ZT12) o
E2 néo alterou significativamente a expressao de Bmall, embora a mesma apresentou-
se com uma tendéncia de diminuicdo (p = 0,054). Contrario aos nossos achados, Zhu
et al. (2015) demonstraram que o estradiol ndo teve nenhum efeito sobre a expressao
dos genes de relogio no tecido adiposo perigonadal de camundongas. Assim, o efeito

do estradiol parece ser dependente da espécie e do depdsito gorduroso analisado.

A
/\/\/\—/\_)/\/\
INTACTA T T
OVX E2

Figura 20. Modelo de funcionamento do reldgio biolégico no tecido adiposo branco
relativo ao perfil de expressao génica (painel A) e representacao do efeito do estradiol
em gerar um arraste de fase no ritmo circadiano (painel B).

6.4 Efeito do estradiol sobre o reldgio central: avaliagédo do ritmo

circadiano de atividade locomotora

Sabe-se que fémeas nocautes de aromatase — enzima que converte
testosterona em estradiol — exibem menor atividade locomotora espontanea e aumento

de atividade na fase de luminosidade quando comparadas com a linhagem selvagem,
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sugerindo que a auséncia de estradiol durante o desenvolvimento modifica a expressao
do ritmo diario de atividade (Solt et al., 2012). J& camundongos machos com alteracdes
no receptor ER-a apresentam alteracées no padréo de atividade locomotora em livre
curso, no horério do inicio da atividade e na distribuicdo da atividade entre as fases de
luminosidade e de escuridao (Blattner e Mahoney, 2014). No que se refere a atividade
locomotora espontanea total, obtida do ndmero de rotacbes na roda, tem-se uma
reducdo de aproximadamente 80% apGs ovariectomia em camundongas e reversao do
guadro em poucos dias apés administracdo de 17B-E2 (Gorzek et al., 2007). Em ratas
ovariectomizadas implantes de estradiol na area predptica resultaram em aumento de
atividade espontanea na roda (Fahrbach et al., 1985). No presente estudo, o registro de
atividade locomotora foi realizado por telemetria, 0 que permite a avaliacdo da atividade
locomotora e a distribuicdo da mesma entre fase de luminosidade e de escuriddo, mas
nao da distancia percorrida. Os registros obtidos forneceram 0s seguintes parametros:
horarios de inicio (onset), pico (acrofase) e final (offset) do ritmo de atividade
locomotora bem como a amplitude. Os resultados de onset revelaram que a
ovariectomia ocasionou, por até 10 dias, uma antecipacdo desse horario. Aos 21 dias
de ovariectomia, representados pelos grupos OVX-Implante 6leo ou OVX-Implante 17f3-
E2 ja ndo ha diferenca estatistica em comparacédo ao grupo de animais intactos, com
uma aparente tendéncia ao reestabelecimento do horario mais tardio de inicio de
atividade. Acreditamos que esse fato esteja associado ao estabelecimento de um
mecanismo contra-regulatério a perda de um sinalizador para o0 nucleo
supraquiasmatico causado pela ovariectomia. Em nossas analises observamos que

durante o ciclo estral, os horarios de inicio de atividade sofreram alteracbes, que
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acreditamos serem provenientes das oscilagfes nos niveis de estradiol e progesterona
observadas durante o ciclo estral. Condizentes com esta hipotese, alguns trabalhos
descrevem que ha um avanco do onset no periodo pré-ovulatério, o qual pode ser em
decorréncia de niveis mais elevados de estradiol observados nesta fase; este horménio
parece, entdo, exercer um efeito ao alterar algum efetor que delimite o limiar para
horario do inicio da atividade locomotora (Morin, Fitzgerald, Rusak, et al., 1977; Morin,
Fitzgerald e Zucker, 1977). De fato, apdés a remocao desse esteroide, houve uma
alteracdo deste parametro, de modo que o horério de inicio de atividade passou a
acontecer praticamente imediatamente apds as luzes serem apagadas. Os tratamentos
com estradiol via injegbes de cipionato de E2 ou via implantes de 17 -E2, ao contrario
do esperado, nao reestabeleceram o onset. Baseado nestes resultados, levantamos a
hipétese de que o tratamento com estradiol ndo foi capaz de reestabelecer o
mecanismo regulador do horario da atividade circadiana, o qual foi perdido apos a
ovariectomia. Uma vez que esta regulacdo foi alterada pela ovariectomia,
interessantemente, ndo podemos excluir a participacdo dos esteroides ovarianos. Para
a acrofase e offset ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos. O
tempo decorrido apds a ovariectomia parece influenciar, verdadeiramente, o ritmo
circadiano de atividade locomotora, ja que além de exercer acdo sobre o onset, altera,
também, a amplitude. ApGs 7 dias de ovariectomia, ocorre uma reducao na amplitude
guando comparada com animais intactos e um aumento apés 21 dias de ovariectomia,
guando comparada com 7 dias de ovariectomia (grupo OVX versus OVX-Implante 6leo
e OVX-Implante 17B-E2). Se em nosso estudo o estradiol ndo foi capaz de interferir

com o onset e com a amplitude do ritmo circadiano de ratas, por outro lado, em
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camundongos machos e fémeas, este horménio tem acdo de antecipar o horario de
inicio da atividade, bem como aumentar a amplitude da atividade locomotora [89,90].
Interessantemente, nestes estudos da literatura, o tratamento com estradiol teve inicio
logo apos a remocgao das gbnadas.

Acreditamos fortemente que um possivel mecanismo de regulacdo da atividade
locomotora que dependa dos esteroides ovarianos envolva o peptideo neuromedina S
(NMS). Tem sido proposto a participacdo deste peptideo no controle da atividade
locomotora espontanea. A NMS esta expressa restritamente no NSQ com pico diurno
de expresséo; injecdo intracerebroventricular de NMS causa alteracdo de fase de
atividade locomotora em ratos (MORI, 2005) e a mutacéo condicional do gene clock em
neurdnios que expressam NMS leva a um periodo mais longo de atividade. Estas
acOes devem-se a ligacdo deste peptideo a receptores de NMS do tipo 2 (NMU2R),
expressos nos nucleos paraventricular e arqueado do hipotalamo (Lee et al., 2015).
Interessantemente, a expressao génica da NMS e do NMU2R sofrem oscilagbes no
decorrer do ciclo estral, apresentando valores mais altos durante o proestro e mais
baixos no estro e diestro | (Vigo et al., 2007). Esta expresséao, portanto, correlaciona-se,
positivamente, com as flutuacbes de estradiol observadas durante o periodo preé-
ovulatério (Moenter et al., 2009). Por outro lado, a ovariectomia (por 7 dias) reduz os
niveis de mRNA de NMS no NSQ, no entanto, o tratamento com Ovx+ implante 173 E2
por 7 dias ndo reverte esta reducao (Vigo et al, 2007). Levando-se em consideracao a
participagdo da NMS sobre o periodo e fase do ritmo circadiano de atividade
locomotora, mais uma vez, e, de acordo com nossos achados, podemos dizer que ha

uma participacao dos esteroides ovarianos, esta participacédo, no entanto, ndo pode ser
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confirmada com o modelo de ovariectomia por 7 dias e, posterior reposi¢cdo hormonal
com estradiol.

No que se refere ao poder anorexigeno da NMS, os mecanismos ainda ndo foram
elucidados. No entanto, esse efeito foi observado em um estudo no qual injecbes
intracerebroventriculares de NMS em ratos foram capazes de reduzir a ingestao
alimentar durante a fase de escuriddao e que esse efeito persistiu por trés dias (Ida,
2005). Desse modo, mais estudos precisam ser feitos a respeito dos mecanismos nos
guais a NMS exerce suas fungbes sobre a ingestdo alimentar, no entanto, a relagéo
entre o estradiol e esse peptideo parece dar indicios de que esses dois efetores
desempenhem uma funcdo conjunta na dinamica alimentar. De tal maneira, a
diminuicdo de peso corporal e do tecido adiposo retroperitoneal decorrentes do
tratamento com estradiol obtidos em nossos estudos podem ser também explicadas

por essa acédo do estradiol sobre o reldgio central, mediado pela neuromedina S.

6.5 Efeito do estradiol sobre o reldgio central: avaliagcdo do ritmo

circadiano de temperatura interna

A variacdo de temperatura interna € outra variavel fisiologica que apresenta um
ritmo circadiano, o qual é controlado pelo relégio central (Liu et al., 1998). Em nossos
estudos, o tratamento com implantes de 17B-E2 nao foi capaz de promover alteracdes
na temperatura interna, resultados similares aos encontrados por (Dacks e Rance,
2010). Ja, frente a um desafio térmico (exposi¢cdo dos animais a ambiente aquecido),

ratas OVX, tratadas tanto com injecbes de 2 uyg de benzoato de estradiol ou com
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implantes de estradiol (Dacks e Rance, 2010) apresentam uma temperatura corporal
mais elevada em comparacao ao grupo oleo.

Por outro lado, verificamos diferencas significativas nas temperaturas internas
entre 0s grupos injecdo cipionato de E2 e Oleo-injecdo, onde maiores valores de
temperaturas interna foram observadas predominantemente na fase de escuriddo dos
animais OVXc Cipionato de E2. Corroborando estes resultados, injecées com 1, 3 ou
10 pg de benzoato de estradiol s.c. elevam a temperatura interna de ratas
ovariectomizadas (Marrone et al., 1976).

Comparou-se, também, a temperatura interna das ratas intactas (com ciclo estral
regular) com a temperatura dessas mesmas ratas ap0s a cirurgia de ovariectomia.
Apbs a ovariectomia houve uma diminui¢cao nos valores de temperatura interna na fase
clara, efeito semelhante ao encontrado durante o tratamento com cipionato de estradiol
e injecdo de 6leo no qual os animais controles apresentaram temperaturas mais baixas
gue os tratados com E2, este efeito, contudo, observado durante a fase escura. Esses
resultados nos fazem acreditar em uma participacdo do estradiol na regulacdo da
variacdo circadiana de temperatura, embora ndo tenhamos encontrado na literatura
trabalhos que tenham avaliado essa oscilagéo circadiana ou os efeitos dos hormonios
ovarianos sobre esse parametro.

Além disso, tem sido postulado que as variacbes internas de temperatura
corporal possam funcionar como um zeitgeber universal para os reldgios periféricos
(Brown et al.,, 2002; Buhr et al.,, 2010; Poletini et al, 2015). Levando-se em

consideracao esta possibilidade, o estradiol, além de influenciar a oscilagéo circadiana
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de temperatura, poderia sinalizar para o tecido adiposo via seu efeito modulatério sobre

a temperatura interna.
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7. CONCLUSAO

Frente aos resultados do tratamento com estradiol sobre a expressao dos genes
de relégio em tecidos periféricos (tecido adiposo branco) e sobre o reldgio central
(atividade locomotora e temperatura), podemos concluir que esse hormonio pode agir
diretamente sobre o ritmo circadiano local e indiretamente criando condi¢gbes para que
os reldgios periféricos e central detectem os diversos zeitgebers (ou pistas de

sincronizagéao).

3 Ciclo Jejum/alimentado \
‘ % ‘ Ciclo Sono/Vigilia LLLLIN
Sistema

Nervoso
Auténomo
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Rim
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Figura 21. Representacdo esqueméatica do efeito do estradiol sobre o sistema circadiano
adaptada de Challet, 2015. O nucleo supraquiasmatico é resetado pela luz, percebida pela
retina (seta amarela). Os tecidos periféricos recebem informages do NSQ via sistema nervoso
autondmico (setas azuis). O ciclo jejum/alimentado e o ciclo sono/vigilia s&o moduladores dos
tecidos periféricos. Em alaranjado, os resultados do presente trabalho representando os pontos

nos quais o estradiol exerceu influencia sobre o ritmo circadiano das ratas.
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9. ANEXOS

Tabela 2. Valores da média de Tinterna dos animais do grupo intactas e do grupo ovx
nos horarios que ocorreram diferengas significativas pelo two-way Anova, seguido de
Tukey

Horério T Interna Intactas T Interna OVX P

28 37,79 37,24 <0,05

30 37,64 37,14 <0,05

32 37,79 37,49 <0,05

34 37,59 37,61 <0,05

45 37,97 38,5 <0,05

50 37,52 37,56 <0,05

52 37,60 37,58 <0,05

54 37,78 37,62 <0,05

56 37,34 37,04 <0,05

9

w



Tabela 3. Valores da média de Tinterna dos animais do grupo Oleo- Injecdo e do grupo
E2-Injecdo nos horérios que ocorreram diferencas significativas pelo two-way Anova,
seguido de Tukey

Horario T Interna Intactas T Interna OVX P

28 37,79 37,24 <0,05

30 37,64 37,14 <0,05

32 37,79 37,49 <0,05

34 37,59 37,61 <0,05

45 37,97 38,5 <0,05

50 37,52 37,56 <0,05

52 37,60 37,58 <0,05

54 37,78 37,62 <0,05

56 37,34 37,04 <0,05
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