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MARTINS, Andressa Busetti. Peptídeo intestinal vasoativo e polipeptídeo 
hipofisário ativador de adenilciclase na homeostase energética: papel dos 
estrógenos. 2022. 74 f. Tese (Doutorado em Ciências Fisiológicas) - Universidade 
Estadual de Londrina, Londrina, 2019. 
 
 

RESUMO 
 
 
O peptídeo intestinal vasoativo (VIP) e peptídeo ativador de adenilato ciclase (PACAP) 
são peptídeos anorexígenos que atuam no hipotálamo participando do controle neural de 
ingestão alimentar e do metabolismo energético. Os estrógenos também participam do 
controle da homeostase energética e têm papel inibitório sobre a ingestão alimentar em 
fêmeas. O presente trabalho, visou elucidar a ação do VIP e do PACAP e entender o 
papel dos estrógenos nas ações destes peptídeos. Para isso, todos os ratos (Wistar 
machos ou fêmeas adultos) foram submetidos à estereotaxia para implantação de cânula 
guia intracerebroventricular (ICV, ventrículo lateral) ou no núcleo arqueado do hipotálamo 
(ARC). As fêmeas, imediatamente após a estereotaxia, foram também ovariectomizadas 
bilateralmente e durante sete dias, receberam reposição hormonal (cipionato de estradiol; 
10 μg/0,2 mL/rata, sc) ou o veículo de diluição (óleo de milho; 0,2 mL, sc). Após 
microinjeção de VIP ou PACAP, avaliou-se a ingestão alimentar, fez-se eutanasia para 
coleta de sangue para as análises bioquímicas e do cérebro para PCR em tempo real ou 
fez-se perfusão para análises de imuno-histoquímica. Nos machos, tanto VIP quanto 
PACAP microinjetados no ARC ou ICV promoveram menor ingestão de alimentos, 
aumento das concentrações plasmáticas de glicose e ácidos graxos livres e diminuição 
plasmática de triglicerídeos, lipídeos totais e colesterol. Assim, o ARC pode ser apontado 
como um importante local de ação de VIP e PACAP para induzir hipofagia e alterações 
metabólicas plasmáticas. Nas fêmeas, os dados mostraram a participação dos 
estrógenos em promover hiperglicemia e redução da ingestão alimentar, entretanto os 
estrógenos parecem ter participação mais ativa nas ações do PACAP, sendo ressaltadas 
pelo aumento da expressão PAC1 e dos neurônios imunorreativos especialmente no 
ARC. Assim, sugere-se que os estrógenos atuam juntamente com PACAP no ARC e de 
forma indireta sobre as ações do VIP. 
 
Palavras-chave: PVN; imuno-histoquímica; glicemia; corticosterona; PCR. 
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adenylcyclase-activating polypeptide in energy homeostasis: role of estrogens. 
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ABSTRACT 
 
 
Vasoactive intestinal peptide (VIP) and adenylate cyclase activating peptide 
(PACAP) are anorectic peptides that act on the hypothalamus participating in the 
neural control of food intake and energy metabolism. Estrogens also participate in 
the control of energy homeostasis and have an inhibitory role on food intake in 
females. The present work aimed to elucidate the action of VIP and PACAP and to 
understand the role of estrogens in the actions of these peptides. For this, all rats 
(adult male or female Wistar) were submitted to stereotaxis for implantation of an 
intracerebroventricular guide cannula (ICV, lateral ventricle) or in the arcuate nucleus 
of the hypothalamus (ARC). The females, immediately after stereotaxis, were also 
bilaterally ovariectomized and, for seven days, received hormone replacement 
(estradiol cypionate; 10 μg/0.2 mL/rats, sc) or the dilution vehicle (corn oil; 0.2 mL, 
sc). After microinjection of VIP or PACAP, food intake was evaluated, blood was 
euthanized for biochemical and brain analysis for real-time PCR, or perfusion was 
performed for immunohistochemical analysis. In males, both VIP and PACAP 
microinjected into the ARC or ICV promoted lower food intake, increased plasma 
concentrations of glucose and free fatty acids, and decreased plasma triglycerides, 
total lipids and cholesterol. Thus, the ARC can be pointed out as an important site of 
action of VIP and PACAP to induce hypophagia and plasma metabolic alterations. In 
females, the data showed the participation of estrogens in promoting hyperglycemia 
and reduced food intake, however estrogens seem to have a more active 
participation in the actions of PACAP, being highlighted by the increase of PAC1 
expression and of immunoreactive neurons especially in the ARC. Thus, it is 
suggested that estrogens act together with PACAP in the ARC and indirectly on the 
actions of the VIP. 
 
Key words: PVN; immunohistochemistry; blood glucose; corticosterone; PCR. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL  

 

 

Os mecanismos de regulação fisiológica e do controle metabólico são 

complexos e envolvem geralmente o sistema nervoso central, mais especificamente 

áreas hipotalâmicas, e tecidos periféricos (OLLER DO NASCIMENTO CURI et al., 

1990; WOODS et al., 1998). O núcleo arqueado (ARC) do hipotálamo participa do 

controle da ingestão alimentar e do peso corporal (KOHNO;YADA, 2012; BOURET 

et al, 2004) e é responsivo a hormônios e nutrientes como insulina, leptina e glicose 

(CONE et al., 2004). Esses sinais levam a mudanças na expressão de 

neuropeptídeos associados à regulação da ingestão de alimentos e metabolismo 

lipídico (WORTLEY et al., 2004; CONE, et al., 2001; HAHN et al., 1998; JHANWAR-

UNIYAL et al., 1990). 

O peptídeo intestinal vasoativo (VIP) é um peptídeo de 28 resíduos de 

aminoácidos pertencente à família do glucagon-secretina, que foi primeiramente isolado 

do trato gastrointestinal (SAID; MUTT, 1970) e posteriormente do hipotálamo (TAYLOR; 

PERT, 1979). O VIP está presente no núcleo paraventricular (PVN) (MORIN et al., 

1994), estimula a síntese de NPY (BALBI; ALLEN, 1993) e participa de vias metabólicas 

induzindo a glicogenólise hepática pela ativação do AMPc (MAGISTRETTI et al., 1981). 

Quando microinjetado no PVN de ratos, o VIP promove aumento de corticosterona, 

glicose e ácidos graxos livres, bem como diminuição da ingestão alimentar (LARA-

GALVÃO, 2003; GHOURAB et al., 2011). Neurônios que expressam o VIP estão 

distribuídos em diversas áreas do sistema nervoso central (SNC), como córtex, 

hipocampo, núcleo amigdalóide, tálamo e hipotálamo. O núcleo supraquiasmático do 

hipotálamo apresenta grande concentração de neurônios VIPérgicos e está 

normalmente colocalizado com neurônios GABAérgicos. Os receptores de VIP, receptor 

de VIP tipo 1 (VPAC1 ou PAC1) e receptor de VIP tipo 2 (VPAC2), são receptores de 

proteínas acoplados à proteína G expressos em áreas do SNC associadas a funções 

neuroendócrinas (HUGHES et al., 2011; USDIN et al., 1994), sendo PAC1 seletivo para 

PACAP e VPAC2 sensitivo tanto para VIP quanto para PACAP (PISEGN.; WANK, 

1993; HARMAR et al., 2002). 

O polipeptídeo ativador da adenilato ciclase pituitária (PACAP), um peptídeo 

com 27 ou 38 aminoácidos, também faz parte da família glucagon-secretina-VIP. O 

PACAP está amplamente distribuído no cérebro e nas glândulas endócrinas e 
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participa das respostas às funções emocionais e psicomotoras, sono e ingestão de 

água e alimentos (VAUDRY et al., 2009; ARIMURA, 1998; MIYATA et al., 1989). 

PACAP é expresso no ARC e PVN (RESCH et al., 2013; SEGAL et al., 2005), e os 

receptores PACAP, especialmente PAC1-R e VPAC2-R, são abundantemente 

expressos no hipotálamo (JOO et al., 2004; USDIN et al., 1994; SPENGLER, et al., 

1993). A microinjeção de altas doses de PACAP na estria terminal resultou em 

aumento da concentração plasmática de corticosterona, anorexia e perda de peso 

em ratos machos e fêmeas (KOCHO-SCHELLENBERG et al., 2014; LEZAK et al., 

2014). 

O controle da ingestão alimentar e do peso corpóreo também é regulado 

pelos esteroides ovarianos (BROWN; CLEGG, 2010). Os hormônios produzidos 

pelos ovários estão entre os fatores que influenciam a ingestão alimentar e ganho de 

peso em fêmeas. O estradiol influência, em curto ou longo prazo, a homeostase do 

peso corporal (GEARY, 2001; GEARY, 2004). A retirada de estrógenos, pela 

ovariectomia, leva a mudanças no tamanho e na duração das refeições ocasionando 

hiperfagia e obesidade, e a reposição com estrógenos reverte esses efeitos 

(SANTOLLO; ECKEL, 2008; MESSINA et al., 2006). Além disso, há diminuição do 

consumo alimentar e do peso corpóreo durante o período de estro, fase de aumento 

das concentrações plasmáticas de estrógenos (SLONAKER, 1925; BROBECK et 

al.,1947). Verifica-se que há receptores de estradiol localizados na região 

parvocelular do PVN (SIMERLY et al., 1990) e propõem-se que o estradiol atue de 

forma direta e indireta para diminuir a ingestão de alimentos diminuindo a 

concentração de peptídeos orexígenos (BROWN; CLEGG, 2010) como o NPY 

(TITOLO et al., 2006), grelina (CLEGG et al., 2007; THAMMACHAROEN et al., 2008; 

FAULCONBRIDGE et al., 2003) e o hormônio concentrador de melanina 

(SANTOLLO; ECKEL., 2008; MESSINA et al., 2006). 

Hong e colaboradores (2009) demonstraram um efeito diferencial da dieta 

hipercalórica em animais machos e fêmeas, de modo que os machos se 

apresentaram mais responsivos ao ganho de peso corporal e de tecido adiposo em 

respostas à dieta hipercalórica que fêmeas intactas, no entanto, a ovariectomia as 

tornou tão suscetíveis a desenvolverem o quadro de obesidade quanto os machos, 

demonstrando que a proteção contra a obesidade em fêmeas é eliminada pela 

ovariectomia. Além disso, os estrógenos apresentam um efeito protetor no 

desenvolvimento de obesidade induzida pela dieta hiperlipídica tanto em machos 
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(ZHU et al., 2014), quanto fêmeas intactas (LITWAK et al., 2014) e ovariectomizadas 

(RIANT et al., 2009; MATYŠKOVÁ et al., 2010; STUBBINS et al., 2012a, 2012b; 

ZHU et al., 2013). Adicionalmente, sabe-se que os estrógenos são capazes de 

modular os efeitos de diferentes tratamentos anorexígenos, de modo que o estradiol 

parece potencializar ou ser necessário para a resposta anorexígena desses 

diferentes tratamentos, tais como leptina e CCK (SILVA et al., 2010; GEARY, 2001). 

 

Considerando que: 1) o ARC é um núcleo importante que participa do controle da 

ingestão alimentar e do balanço energético, 2) tanto o VIP quanto o PACAP têm 

demonstrado participar da regulação fisiológica desses processos, 3) há falta de dados 

sobre os efeitos de VIP e PACAP no ARC na homeostase energética, e 4) uma vez que 

parece haver uma interação entre os peptídeos VIP, PACAP com os estrógenos, e não 

há relatos na literatura do papel dos estrógenos nos efeitos dos do VIP, PACAP no 

controle da ingestão alimentar e do metabolismo energético, se faz relevante avaliar os 

de VIP e PACAP microinjetados no ARC ou intracerebroventricular (ICV) e seus efeitos 

sobre a ingestão de alimentos e parâmetros plasmáticos e ativação neuronal no PVN e 

ARC, juntamente com o papel desempenhado pelos estrógenos na ação desses 

peptídeos. 

 

 

 

2 OBJETIVOS 

 

Avaliar o papel de VIP e PACAP no núcleo arqueado do hipotálamo ou no 

ventrículo lateral e a participação dos estrógenos em sua ação, sobre a ingestão 

alimentar, parâmetros metabólicos plasmáticos, ativação neuronal e expressão de 

RNAm em ratos e ratas. 

 

 

 

3 METODOLOGIA 

 

Este trabalho está dividido em dois momentos diferentes, sendo: experimento 

com machos (ARTIGO I) e experimento com fêmeas (ARTIGO II). 
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4 ARTIGO I 

 

O núcleo arqueado do hipotálamo contribui para o efeito hipofágico e 

alterações metabólicas plasmáticas induzidas pelo peptídeo intestinal 

vasoativo e polipeptídeo ativador da adenilato ciclase pituitária1 

 

4.1 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1.1 Animais 

Ratos Wistar machos pesando 215 - 230 g foram usados para os protocolos de 

microinjeção no ARC, e ratos Wistar machos pesando 260 - 280 g foram usados para 

os protocolos de microinjeção ICV (n = 279). Esses animais foram obtidos no Biotério 

Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL), e mantidos no Biotério Setorial do 

Departamento de Ciências Fisiológicas da UEL, em gaiolas coletivas com controle de 

luz (claro das 6h00 às 18h00) e temperatura (22 ± 2 ºC). A menos que especificado de 

outra forma, os animais tiveram acesso ad libitum a ração peletizada para ratos e água, 

e os procedimentos experimentais foram conduzidos entre 8h00 e 12h00. Todos os 

procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da UEL (Anexo 1: OF.CIRC.CEUA N° 135/2015, protocolo N° 4929.2015.80). 

 

4.1.2 Drogas 

As drogas utilizadas para os experimentos, microinjetadas no ventrículo 

lateral ou no ARC, foram: VIP (Sigma Co., CA), 40 ng/g de peso corporal (PC) (3 

nmol/g), PACAP (Sigma Co., CA) 4,0 ng/g PC (0,35 nmol/g) ou Veículo (solução 

salina estéril: 0,9% NaCl). A dose de VIP e PACAP foi escolhida com base em 

publicações anteriores (ALEXANDER; SANDER, 1994; CHANCE et al., 1995; 

MARTINS et al., 2018). 

 

 
1 Artigo publicado na revista Neurochemistry International (Apêndice 1).  Martins, A. B.; Brownlow, M. L.; 

Araújo, B. B.; Garnica-Siqueira, M. C.; Zaia, D. A. M.; Leite, C. M.; Zaia, C. T. B. V.; Uchoa, E. T. 
Arcuate nucleus of the hypothalamus contributes to the hypophagic effect and plasma metabolic 
changes induced by vasoactive intestinal peptide and pituitary adenylate cyclase-activating 
polypeptide. Neurochemistry International, v. 155, art.105300, p. 1-9. DOI: 
https://doi.org/10.1016/j.neuint.2022.105300. 
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4.1.3 Procedimento cirúrgico 

Todos os animais foram submetidos à cirurgia estereotáxica. Os ratos foram 

anestesiados intraperitonealmente com 40 mg/kg de PC de pentobarbital de sódio 

(Nembutal) para os protocolos de microinjeção no ARC, ou um coquetel de cetamina (K, 

100mg/kg de PC, 10%, Agener União, Apucarana, PR, Brasil) e cloridrato de xilazina (X, 

20 mg/kg PC, 2%, Anasedan®, Vetbrands, Jacareí, SP, Brasil) para os protocolos de 

microinjeção no ICV, e foram colocados em um instrumento estereotáxico (David Kopf 

Instruments, modelo 900). A cânula guia de aço inoxidável foi implantada no ARC ou 

ICV (ventrículo lateral direito) de acordo com as coordenadas do atlas de Paxinos e 

Watson (2009) (ARC: -3,8 mm caudal ao bregma, 10,2 mm da base do cérebro e 0,2 

mm lateral ao seio sagital médio; ICV: -0,8 mm caudal ao bregma, -3,6 mm abaixo da 

calota craniana e -1,5 mm lateral à sutura sagital). Para os experimentos com animais 

não anestesiados, foram utilizados resina acrílica dentária e dois parafusos de joalheiro 

para fixar a cânula guia ao crânio. Após a cirurgia, os ratos receberam uma dose 

profilática de antibiótico (50.000 unidades de penicilina G: 0,1 mL por 100 g de peso 

corporal, por via intramuscular) e paracetamol (200 mg/kg de peso corporal, por via 

oral). A colocação da cânula foi verificada em todos os ratos seccionando o cérebro no 

final do experimento, sendo somente incluídos na análise de dados os ratos cuja área-

alvo foi alcançada. Todos os experimentos com animais não anestesiados foram 

realizados 6 dias após a cirurgia para permitir recuperação completa dos mesmos.  

 

4.1.4 Protocolos experimentais 

 

Protocolo1. Efeitos da microinjeção de VIP ou PACAP no núcleo arqueado do hipotálamo 

sobre os parâmetros metabólicos plasmáticos e ingestão de alimentos: 

No primeiro conjunto de protocolos (figura 1A), ratos anestesiados receberam 

imediatamente após a implantação da cânula no ARC, microinjeção de Veículo, VIP ou 

PACAP (6 µL, 0,3 µL/min em 20 min com o auxílio de uma bomba de microinfusão), e 

após 5, 10 ou 30 min, eles foram decapitados para coleta de sangue.No segundo 

conjunto de protocolos (figura 1B), os ratos ficaram restritos a alimentação por 3 horas 

(grupo Noite, experimentos entre 20 h e 22 h) ou por 24 horas (grupo Manhã, 

experimentos entre 8 h e 10 h) e receberam microinjeção no ARC do Veículo, VIP ou 

PACAP (6 µL, 0,3 µL/min em 20 min com o auxílio de uma bomba de microinfusão). Após 

1 hora, foi oferecido alimento (50 g) e avaliado o consumo alimentar (g) após 120 min. 
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Figura 1. Desenhos experimentais do protocolo 1. Efeitos da microinjeção de VIP ou 

PACAP no núcleo arqueado do hipotálamo nos parâmetros metabólicos plasmáticos 

(A) e ingestão alimentar (B). 

 

Protocolo 2. Efeitos da microinjeção de VIP ou PACAP no ventrículo lateral sobre os 

parâmetros metabólicos plasmáticos e ingestão de alimentos: 

Neste conjunto de protocolos, após 16 horas de jejum, os animais não 

anestesiados receberam microinjeção ICV de Veículo, VIP ou PACAP (6 µL, 6 

µL/min em 1 min), e após 15 min foram decapitados para coleta de sangue (figura 

2). Em outro protocolo, após 16 horas de jejum, os animais não anestesiados 

receberam microinjeção ICV de Veículo, VIP ou PACAP (6 µL, 6 µL/min em 1 min), e 

após 15 min, todos os animais tiveram acesso à comida (50 g) e a ingestão 

alimentar foi quantificada (g) após 120 min. 

 

Figura 2. Desenhos experimentais do protocolo 2. Efeitos da microinjeção de VIP ou 

PACAP no ventrículo lateral sobre parâmetros metabólicos plasmáticos e ingestão 

alimentar. 
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Protocolo 3. Efeitos da microinjeção de VIP ou PACAP em neurônios imunorreativos 

de antígenos relacionados a Fos (FRA) no ARC: 

Neste protocolo experimental (figura 3), após 16 horas de jejum, os animais 

não anestesiados receberam microinjeção ICV (6 µL, 6 µL/min em 1 min) de Veículo, 

VIP ou PACAP. Após 90 min, eles foram perfundidos transcardialmente para coleta 

de tecido cerebral e ensaios de imuno-histoquímica (HOFFMAN et al., 1993; 

HOFFMAN; MURPHY, 2000). 

 

 

Figura 3. Desenhos experimentais do protocolo 3. Efeitos da microinjeção de VIP ou 

PACAP em neurônios imunorreativos de antígenos relacionados a Fos (FRA) no 

ARC. 

 

4.1.5 Procedimentos analíticos 

Imedatamenta após a decapitação, o sangue do tronco foi coletado em tubos 

heparinizados e centrifugados a 14.000 x g por 20 min a 4 °C. O plasma foi 

armazenado a -20 °C e usado para ensaios bioquímicos. A análise bioquímica foi 

realizada pelo método espectrofotométrico da glicemia (baseado na reação da 

peroxidase de Trinder, Trinder, 1969) (BioLiquid Glucose Commercial Kit, Laborclin, 

PR), ácidos graxos livres pelo método modificado de Falholt et al. (1973), triglicerídeos 

(Commercial KitGPO Trinder, Bio Diagnostic), colesterol total (baseado na reação da 

peroxidase de Allain, Allain et al., 1974) (Commercial Kit, Analisa, MG) e lipídios totais 

(por Commercial Kit, Bioclin, MG); para determinação de corticosterona no plasma foi 

usado método fluorimétrico modificado de Guillemin et al. (1958). 

 

4.1.6 Perfusão, preparação de tecidos e imuno-histoquímica 

Para a detecção de neurônios imunorreativos a antígenos relacionados ao 

Fos (FRA), os animais foram anestesiados intraperitonealmente com o coquetel K+X 
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e perfundidos de forma transcardíaca com 200 mL de solução salina isotônica (0,15 

M) contendo heparina (1:80), seguido de 400 mL de solução de paraformaldeído a 

4% em tampão fosfato 0,1M (PB, pH 7,4), utilizando bomba peristáltica com 

velocidade de 10 mL/min. O cérebro foi removido, fixado em paraformaldeído a 4% 

por 1 hora e armazenado a 4°C em 0,1 M PB contendo 30% de sacarose. Os tecidos 

cerebrais foram cortados em seções de 30 μm de espessura usando criostato, 

separados em aliquotas e mantidos em solução crioprotetora (0,1 M PB, 

etilenoglicol, glicerol – 3:2:1) a -20 °C. No primeiro dia, os cortes foram lavados três 

vezes com tampão fosfato (PB, 0,01 M, pH: 7,4) por 5 min cada e, após, a 

peroxidase endógena foi bloqueada com solução de H2O2 (30%) por 30 min. Em 

seguida, os cortes foram lavados três vezes em PB 0,01M por 5 min, e a ligação não 

específica foi bloqueada com albumina bovina 5% por uma hora. 

Subsequentemente, os cortes foram incubados durante a noite a 4 °C com anticorpo 

anti-FRA, criado em coelho (1:2000, K25, Santa Cruz). Após a lavagem, os cortes 

foram incubados com o segundo anticorpo (anti-coelho de cabra biotinilado, 1:200, 

Vector) por 1 hora e depois lavados em PB. Após 1 hora de incubação em solução 

de avidina-biotina-peroxidase (1:200, ABC, Vectastain) e três lavagens em PB, 

diaminobenzidina (0,01% DAB) e cloreto de níquelforam utilizados como 

cromógenos para a detecção de FRA. As imagens foram adquiridas com o auxílio de 

um sistema de imagens acoplado a um microscópio (Motic). Neurônios 

imunorreativos FRA foram considerados quando exibiam um produto de 

imunorreação azul-preto conspícuo no núcleo da célula e foram quantificados 

manualmente com o auxílio do software ImageJ (National Institutes of Health), por 

participantes cegos ao protocolo experimental. O ARC foi identificado de acordo com 

Paxinos e Watson (2009) e foi considerado de -1,8 mm a -3,12 mm do bregma. 

 

4.1.7 Análise histológica para localização de cânula 

Os cérebros foram cuidadosamente removidos, após a eutanásia por decapitação, 

armazenados à temperatura de -80 °C e posteiomente fatiados com 30 µm de espessura, 

em criostato a -10°C, para avaliação da posição da cânula, segundo atlas de Paxinos e 

Watson (2009). 
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4.1.8 Análise estatística 

As análises foram realizadas usando GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, 

San Diego, EUA). Uma análise exploratória foi realizada para avaliar a normalidade 

de distribuição (teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variância (teste de 

Levene) para cada variável. Variáveis com distribuição normal e homogeneidade 

foram analisadas por ANOVA seguida de teste post hoc de Dunnett (experimentos 

com microinjeção no ARC) ou teste t de Student (experimentos ICV). Na ausência de 

distribuição normal e/ou homogeneidade de variância, foi utilizado o teste de Mann-

Whitney. As diferenças foram consideradas significativas quando p <0,05. Os dados 

foram expressos como média ± erro padrão da média (SEM) para o teste t e ANOVA 

seguido pelo teste post hoc de Dunnett e como mediana (intervalo interquartil 1º-3º) 

para o teste de Mann-Whitney. As diferenças foram consideradas significativas para 

p<0,05. 

 

4.2 RESULTADOS 

 

Protocolo 1. Efeitos da microinjeção de VIP ou PACAP no núcleo arqueado do 

hipotálamo sobre os parâmetros metabólicos do plasma e ingestão de alimentos 

A ANOVA seguida pelo teste post hoc de Dunnett mostrou que quando VIP foi 

microinjetado no ARC, as concentrações plasmáticas de glicose (figura 4A) e ácidos 

graxos livres (figura 4B) aumentaram (p<0,05) após 10 min e 30 min de 

microinjeção, enquanto que a microinjeção de PACAP no ARC aumentou apenas 

transitoriamente (p<0,05) a concentração de ácidos graxos livres após 10 min da 

microinjeção e não houve alteração da concentração de glicose. A microinjeção de 

PACAP no ARC, mas não VIP (p>0,05), diminuiu os valores plasmáticos de 

triglicerídeos (figura 4C, p<0,017) após 5 min, sem alterações após 10 min (p=0,125) 

ou 30 min (p=0,691) da microinjeção. A diminuição (p<0,05) da concentração 

plasmática de colesterol foi observada após 5 min de microinjeção de VIP no ARC, sem 

efeitos de PACAP neste parâmetro (figura 4D). A concentração total de lipídios no 

plasma diminuiu (p<0,05) após a microinjeção de VIP e PACAP em todos os tempos 

avaliados (figura 4E). 

No ARC, a microinjeção de VIP ou PACAP também reduziu (ANOVA seguida 

de teste post hoc de Dunnett, p<0,0001) a ingestão alimentar nos períodos Manhã e 

Noturno quando comparado ao grupo Veículo (figura 5). 
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Figura 4. Concentrações plasmáticas de glicose (mg/dL) (A), ácidos graxos livres 

(μmoles/dL) (B), triglicerídeos (mg/dL) (C), colesterol total (mg/dL) (D), e lipídios 

totais (mg/dL) (E) após microinjeção (6 µL, 0,3 µL/min em 20 min, com auxílio de 

bomba de microinfusão) de Veículo (solução salina estéril, NaCl 0,9%), peptídeo 

intestinal vasoativo (VIP; 40 ng/g) ou polipeptídeo ativador da adenilato ciclase 

pituitária (PACAP; 4,0 ng/g) no núcleo arqueado do hipotálamo. O número de animais 

é mostrado dentro das barras dos gráficos. Os dados foram analisados por ANOVA 

seguido do teste post hoc de Dunnett (grupo controle: Veículo em cada tempo) e 

estão apresentados como média ± SEM. *p<0,05 versus respectivo grupo Veículo. 

 

 

 

 



23 
 

 

 

Figura 5. Ingestão de alimentos (g) após microinjeção (6 µL, 0,3 µL/min em 20 min, 

com o auxílio de uma bomba de microinfusão) de Veículo (solução salina estéril, 

NaCl 0,9%), peptídeo intestinal vasoativo (VIP; 40 ng/ g) ou polipeptídeo ativador da 

adenilato ciclase hipofisária (PACAP; 4,0 ng/g) no núcleo arqueado do hipotálamo 

pela manhã (entre 08:00 e 10:00) ou à noite (entre 20:00 e 22:00). O número de 

animais é mostrado dentro das barras. Os dados foram analisados por ANOVA 

seguido do teste post hoc de Dunnett (grupo controle: Veículo em cada período) e 

estão apresentados como média ± SEM. *p<0,0001 versus respectivo grupo Veículo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Protocolo 2. Efeitos da microinjeção de VIP ou PACAP no ventrículo lateral sobre os 

parâmetros metabólicos plasmáticos e ingestão de alimentos: 

A microinjeção ICV de VIP, mas não PACAP (figura 6B, D e F) aumentou a 

concentração plasmática de glicose e corticosterona (figura 6A e E, teste t, 
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p<0,0001), e diminuiu a de ácidos graxos livres (figura 6C, teste t p<0,0001). Tanto a 

microinjeção de VIP quanto de PACAP no ventrículo lateral reduziram a ingestão de 

alimentos (teste de Mann-Whitney para VIP e teste t para PACAP, p<0,05) em 

comparação com o veículo (figura 7A e B, respectivamente). 

 

Protocolo 3. Efeitos da microinjeção de VIP ou PACAP em neurônios imunorreativos 

de antígenos relacionados a Fos (FRA) no ARC: 

Houve um aumento no número de neurônios FRA-imunorreativos no ARC 

após as microinjeções de VIP (teste t, p = 0,021) e de PACAP (teste t, p = 0,039) 

quando comparado ao grupo Veículo (figura 8A e B, respectivamente). 

Fotomicrografias representativas de neurônios imunorreativos para FRA no ARC 

desses animais são mostradas na figura 8, painéis C-F. 
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Figura 6. Concentrações plasmáticas de glicose (mg/dL) (A, B), ácidos graxos livres 

(μmoles/dL) (C, D) e corticosterona (μg/dL) (E, F) após microinjeção (6 µL, 6 µL/min 

em 1 min) de Veículo (solução salina estéril, 0,9% NaCl), peptídeo intestinal 

vasoativo (VIP; 40 ng/g) ou polipeptídeo ativador de adenilato ciclase pituitária 

(PACAP; 4,0 ng/g) no ventrículo lateral. O número de animais é mostrado dentro das 

barras. Os dados são expressos como média ± SEM para o teste t (A – E) e 

mediana (1º-3º intervalo interquartil) para o teste de Mann-Whitney (F). *p<0,05 

versus respectivo grupo Veículo. 
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Figura 7. Ingestão de alimentos (g) após microinjeção (6 µL, 6 µL/min em 1 min) de 

Veículo (solução salina estéril, NaCl a 0,9%), peptídeo intestinal vasoativo (A, VIP, 

40 ng/g) ou adenilato hipofisário polipeptídeo ativador da ciclase (B, PACAP, 4,0 

ng/g) no ventrículo lateral. O número de animais é mostrado dentro das barras. Os 

dados são expressos como média ± SEM para o teste t (B) e mediana (1º-3º 

intervalo interquartil) para o teste de Mann-Whitney (A). *p<0,05 versus respectivo 

grupo Veículo. 
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Figura 8. Número de neurônios imunorreativos a antígenos relacionados a Fos 

(FRA-ir) no núcleo arqueado do hipotálamo (ARC) após microinjeção (6 µL, 6 µL/min 

em 1 min) de Veículo (solução salina estéril, NaCl a 0,9%), peptídeo intestinal 

vasoativo (A, VIP, 40 ng/g) ou polipeptídeo ativador da adenilato ciclase pituitária (B, 

PACAP, 4,0 ng/g) no ventrículo lateral. Fotomicrografias representativas (ampliação 

10x) de imuno-histoquímica para neurônios FRA-positivos no ARC após Veículo (C e 

D), VIP (E) ou PACAP (F). O número de animais é mostrado dentro das barras. Os 

dados foram analisados pelo teste t e são apresentados como média ± SEM. 

*p<0,05 versus respectivo grupo Veículo. A barra de escala representa 100 µm 

(ampliação de 100x). 
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4.3 DISCUSSÃO 

 

As microinjeções VIP e PACAP especificamente no ARC diminuíram a 

hiperfagia induzida pelo jejum, promoveram hipofagia e alterações metabólicas 

plasmáticas. Além disso, microinjeções de VIP e PACAP no ventrículo lateral 

induzem ativação neuronal no ARC, bem como diminuição da hiperfagia induzida 

pelo jejum e alteração dos parâmetros plasmáticos. 

A hipofagia, hiperglicemia, aumento da concentração plasmático de 

corticosterona e redução da concentração plasmático de ácidos graxos livres 

promovidos pela microinjeção ICV de VIP estão de acordo com trabalhos publicados 

anteriores (ITOH et al., 1982; GHOURAB et al., 2011; NAGAI et al., 1994; MARTINS 

et al., 2018; GARNICA-SIQUEIRA et al., 2019). Além disso, a microinjeção ICV de 

PACAP reduziu a ingestão de alimentos (MIZUNO et al., 1998; MORLEY et al., 

1992) e aumentou a glicose plasmática em camundongos e ratos (YI et al., 2010; 

MOUNIEN et al., 2009). Essas respostas são mediadas pelo hipotálamo, e o ARC é 

conhecido por participar do circuito neural que controla a homeostase energética 

(SATOH et al., 1997; CONE et al., 2001). Devido à sua localização anatômica na 

parte inferior do terceiro ventrículo nas proximidades da iminência mediana, os 

neurônios ARC estão favoravelmente posicionados para responder rapidamente às 

respostas periféricas, facilitando seu papel crucial na regulação da homeostase 

energética (JOLY-AMADO et al., 2014). No ARC, esses sinais atuam em neurônios 

que expressam mediadores orexígenos, como neuropeptídeo Y (NPY) e proteína 

relacionada ao gene Agouti (AgRP), ou neuropeptídeos anorexigênicos, como 

proopiomelanacortina (POMC) e o transcrito regulado pela cocaína e anfetamina 

(ELIAS et al., 1998; HAHN et al., 1998; CHANG et al., 2021). 

Conforme descrito por Ghourab et al (2011), a administração ICV de VIP 

diminuiu significativamente a hiperfagia induzida pelo jejum pela manhã e a ingestão 

de alimentos na fase escura. Assim, a microinjeção de VIP e PACAP no ARC para 

análise da ingestão alimentar foi realizada pela manhã e à noite para avaliar os 

efeitos diretos desses neuropeptídeos no ARC na hiperfagia induzida pelo jejum e 

na ingestão alimentar, respectivamente. Até onde sabemos, nosso estudo mostrou 

pela primeira vez que as microinjeções de VIP e PACAP no ARC reduzem a 

hiperfagia induzida pelo jejum (grupo Manhã e grupo Noite) e promovem alterações 

metabólicas periféricas. A expressão de receptores VIP (VPAC1-R e VPAC2-R) e 
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receptores PACAP (PAC1 e VPAC2) no hipotálamo, incluindo o ARC (USDIN et al., 

1994; LABURTHE et al., 2002; MOUNIEN et al., 2009) reforçam nossos achados de 

que VIP e PACAP podem modular diretamente a atividade neuronal neste núcleo, 

que foi avaliada pela expressão de FRA. Além disso, FRA (antígenos relacionados a 

Fos) são proteínas quimicamente semelhantes a Fos, que alteram a transcrição 

celular, positiva ou negativamente, em resposta a sinais na superfície celular e são 

úteis na avaliação da ativação neuronal (DRAGUNOW, 1987; MOREAU; CIRIELLO, 

2013). Assim, a expressão de FRA foi usada como marcador para avaliar se os 

neurônios ARC foram recrutados após microinjeções VIP e PACAP no SNC. Após a 

microinjeção ICV de VIP ou PACAP, o aumento da expressão de FRA em neurônios 

ARC indica alterações na atividade neuronal nesse núcleo, sugerindo que esses 

neuropeptídeos estimulam neurônios no ARC. Em concordância com nossos 

achados, a microinjeção ICV de PACAP em camundongos induziu a expressão de 

Fos no ARC e aumentou a ativação do neurônio POMC no ARC (MOUNIEN et al., 

2009). 

Evidências moleculares e celulares foram publicadas em estudos anteriores, 

os quais demonstraram que os neurônios POMC do núcleo arqueado expressam 

receptores PACAP e VIP (MOUNIEN et al., 2006), e tanto PACAP quanto VIP 

estimulam a biossíntese e liberação do hormônio estimulador de melanócitos alfa (α-

MSH), um produto do processamento pós-tradução de POMC, e o bloqueio dos 

receptores MC3/ C4 foi capaz de reverter a hipofagia induzida por VIP e PACAP 

(MOUNIEN et al., 2006; MOUNIEN et al., 2009; GHOURAB et al., 2011). Esses 

dados indicam que os neurônios POMC no ARC são mediadores importantes dos 

efeitos anorexigênicos VIP e PACAP, e esses peptídeos podem atuar diretamente 

no ARC para alterar a expressão de neuropeptídeos e, assim, promover tanto a 

hipofagia (noite) quanto a redução da hiperfagia induzida pelo jejum (manhã). Nesse 

contexto, pode-se especular que o VIP e o PACAP reduziram a hiperfagia induzida 

pelo jejum, ao inibir os neurônios NPY/AgRP do ARC, que são estimulados pelo 

jejum (UCHOA et al., 2012). No entanto, a falta de evidências de que esses 

neuropeptídeos alteram a expressão de AgRP ou NPY no ARC enfraquece essa 

hipótese (GHOURAB et al, 2011; MOUNIEN et al., 2009). Por outro lado, a 

participação do sistema ARC melanocortina pode ser apontada novamente, uma vez 

que o jejum reduziu POMC no ARC (MOUNIEN et al, 2009), e VIP e PACAP 
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aumentaram (MOUNIEN et al., 2006; MOUNIEN et al., 2009; GHOURAB et al., 

2011). 

Além disso, já foi demonstrada a presença de neurônios sensíveis à 

concentração de glicose no ARC, sugerindo uma importante participação desse 

núcleo no controle glicêmico (GARDUÑO et al., 2019). Nesse contexto, o aumento 

das concentrações plasmáticas de glicose e corticosterona após microinjeção ICV de 

VIP é corroborado por estudos anteriores (MARTINS et al., 2018; GARNICA-

SIQUEIRA et al., 2019). Diferentemente do VIP, a microinjeção ICV de PACAP não 

alterou os valores plasmáticos de glicose ou corticosterona. No entanto, a 

participação do PACAP no controle da produção de glicose foi observada em 

camundongos, que apresentaram aumento da glicemia, mas não de corticosterona, 

após microinjeção ICV de PACAP (MOUNIEN et al., 2009). Além disso, foi 

observado aumento de glicose e corticosterona após microinjecção ICV de 1 nmol 

de PACAP em ratos (YI et al., 2010), cuja concentração foi três vezes superior à 

utilizada no presente trabalho. Em relação ao perfil lipídico, a redução dos valores 

plasmáticos de ácidos graxos livres após microinjeção ICV de VIP está de acordo 

com dados de Garnica-Siqueira et al. (2018; 2019) e Martins et al. (2018); no 

entanto, nosso estudo é o primeiro a investigar os efeitos da microinjeção ICV de 

PACAP em ácidos graxos livres em ratos. Trabalhos anteriores em cães (KAWAI et 

al., 1994) e galinhas (TACHIBANA et al., 2007) mostraram que este peptídeo 

aumentou a concentração plasmática de ácidos graxos livres após 5 a 10 min ou 30 

min de microinjeção de PACAP, respectivamente. Portanto, deve-se notar que 

tempos, animais ou doses diferentes podem determinar respostas diferentes para 

VIP ou PACAP. 

Os achados do presente trabalho mostrando que as microinjeções VIP e 

PACAP no ARC induzem hiperglicemia e aumento de ácidos graxos livres 

circulantes estão de acordo com estudos anteriores de que o hipotálamo responde à 

estimulação química com epinefrina, norepinefrina ou dopamina, aumentando os 

ácidos graxos livres e de glicose plasmáticos (COIMBRA; MIGLIORINI, 1983; 

STEFFENS et al., 1988; ZAIA et al., 1997). A redução dos lipídios totais após a 

microinjeção de VIP e PACAP no ARC é provável de ocorrer por causa dos efeitos 

desses peptídeos na redução das concentrações plasmáticas de colesterol ou 

triglicerídeos, o que pode ser devido a sua maior utilização no fígado ou tecidos 

adiposos (GIBBONS et al. 2000). O papel do hipotálamo e do sistema nervoso 
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autônomo no controle do metabolismo lipídico está bem estabelecido (NOGUEIRAS 

et al., 2010; BRUINSTROOP et al., 2014), e o sistema de melanocortina no ARC 

demonstrou contribuir para este circuito de controle metabólico, estimulando o 

catabolismo dos lipídios (NOGUEIRAS et al., 2007). Em concordância, a 

deaferentação hipotalâmica em ratos reduziu a mobilização de ácidos graxos livres 

quando a atividade simpática era necessária (GROSS; MIGLIORINI, 1977), e alguns 

estudos demonstraram a mobilização de ácidos graxos livres do tecido adiposo pelo 

sistema nervoso simpático (TEIXEIRA et al., 1973; BRUINSTROOP et al., 2014). 

Consequentemente, o bloqueio central dos receptores de melanocortina em ratos ou 

o nocaute desses receptores em camundongos levou ao aumento da síntese e 

armazenamento de lipídios no tecido adiposo branco, bem como a um aumento no 

colesterol circulante de lipoproteína de alta densidade por meio das vias hepáticas 

(NOGUEIRAS et al., 2008; NOGUEIRAS et al., 2010; PEREZ-TILVE et al., 2010). 

O conjunto dos nossos resultados apontam que as microinjeções de PACAP 

ou VIP no ARC promovem agudamente respostas simpáticas típicas sobre o 

metabolismo, como aumentos na glicemia e mobilização de lipídios, conforme 

observado pela elevação plasmática de ácidos graxos livres acompanhada de 

diminuição de colesterol ou triglicerídeos. Na verdade, esses resultados podem ser 

apoiados pelo papel bem estabelecido dos neurônios no ARC para controlar a 

atividade de órgãos periféricos, regulando substratos plasmáticos por meio do 

sistema nervoso autônomo (JOLY-AMADO et al., 2014; MANCEAU et al., 2020). 

Assim, apesar do sistema nervoso simpático não ter sido avaliado neste trabalho, é 

tentador hipotetizar que VIP e PACAP podem ativar neurônios ARC para recrutar o 

sistema nervoso simpático e promover aumento na glicemia e ácidos graxos livres. 

Este conceito pode ser reforçado por dados que mostram que quase todos os 

tecidos recebem inervação do sistema nervoso autônomo, incluindo o fígado, 

pâncreas endócrino, tecido adiposo, e que os neurônios hipotalâmicos modulam o 

metabolismo da glicose e o metabolismo lipídico por meio da modulação autonômica 

no fígado e tecido adiposo (KALSBEEK et al., 2010; JOLY-AMADO et al., 2014). 

É importante destacar que, além do ARC, o PVN também expressa 

receptores VIP e PACAP (DE SOUZA et al., 1985; USDIN et al., 1994; JOO et al., 

2004). De fato, a participação de PVN em algumas dessas respostas eliciadas por 

VIP e PACAP foi relatada anteriormente, como o aumento nas concentrações 

plasmáticas de corticosterona após microinjeção de VIP em PVN (ALEXANDER; 
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SANDER, 1994), bem como maior expressão de FRA em o PVN após microinjeção 

ICV de VIP, indicando que VIP ativa neurônios do PVN (GARNICA-SIQUEIRA et al., 

2018), além dos efeitos anorexigênicos induzidos por microinjeções no PVN de 

PACAP (RESCH et al., 2013). Além disso, os neurônios do ARC projetam e 

modulam neurônios do PVN (LU et al., 2003), que expressam neuropeptídeo 

anorexigênico CRH e recrutam o sistema nervoso simpático (NUNN et al., 2011). 

Assim, considerando que o CRH é um mediador anorexigênico do hormônio 

estimulante de α-melanócitos (α-MSH) e VIP (LU et al., 2003; GARNICA-SIQUEIRA 

et al., 2018), as microinjeções ICV de VIP e PACAP aumentaram a atividade 

neuronal e a expressão de CRH no PVN (GRINEVICH et al., 1997; AGARWAL et al., 

2005; DORE et al., 2013; GARNICA-SIQUEIRA et al., 2018), outra hipótese é que as 

ações VIP e PACAP no ARC para induzir hipofagia e regular o metabolismo 

energético periférico podem também ser mediada por neurônios PVN (figura 9).  

Outro aspecto interessante de ser comentado é que a liberação de VIP do 

trato gastrointestinal, em resposta à alimentação (MISKOWIAK et al., 1985), além da 

redução da ingestão de alimentos após injeções periféricas de VIP em diferentes 

espécies (MATSUDA et al., 2005, 2006; YU et al., 2011), sugerem que o VIP pode 

atuar como um fator de saciedade, uma vez que o VIP pode atravessar a barreira 

hematoencefálica (DOGRUKOL-AK et al., 2003; DOGRUKOL-AK et al., 2004). Além 

disso, a injeção periférica de PACAP mostrou reduzir a ingestão de alimentos em 

camundongos (VU et al., 2015). Assim, os análogos de VIP e PACAP podem ser 

ferramentas terapêuticas promissoras para o tratamento da obesidade e precisam 

ser mais exploradas. 
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Figura 9. Efeitos da microinjeção de VIP ou PACAP no ARC. VIP: peptídeo intestinal 

vasoativo. PACAP: polipeptídeo ativador da adenilato ciclase pituitária. PVN: núcleo 

paraventricular do hipotálamo. ARC: núcleo arqueado do hipotálamo. NPY/AgRP: 

neuropeptídeo Y/proteína relacionada ao gene Agouti. -MSH: hormônio estimulante 

de α-melanócitos. CRH: hormônio liberador de corticotropina. OT: hormônio 

ocitocina. 
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4.4 CONCLUSÃO 

 

Em resumo, o presente estudo mostra que VIP e PACAP atuam no ARC induzindo 

hipofagia, redução da hiperfagia induzida pelo jejum, aumento das concentrações 

plasmáticas de glicose e ácidos graxos livres, associadas a menores concentrações de 

triglicerídeos, colesterol e lipídeos totais. Assim, além de outros núcleos, o ARC pode ser 

apontado como um importante local de ação tanto do VIP quanto do PACAP para induzir 

hipofagia e alterações metabólicas plasmáticas. 
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5 ARTIGO II 

 

Papel dos estrógenos nos efeitos de hipofagia e alterações metabólicas 

plasmáticas induzidas por microinjeção intracerebroventricular do peptídeo 

intestinal vasoativo e polipeptídeo ativador da adenilato ciclase pituitária 

 

Artigo a ser submetido à revista Brain Research Bulletin. 

 

 

5.1 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1.1 Animais 

Foram utilizadas ratas Wistar adultas (n=130) pesando entre 250-270 g, 

provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Foram 

mantidas no Biotério Setorial do Departamento de Ciências Fisiológicas (CIF-B2), com 

luz (ciclo 12 h claro/escuro) e temperatura (22 ± 2 °C) controladas, e água e 

alimentação à vontade, exceto nos experimentos que envolvam jejum. Os 

experimentos ocorreram no Laboratório de Fisiologia Neuroendócrina e Metabolismo 

do CIF, no período noturno a partir das 18 h e realizados 7 dias após a cirurgia para 

permitir aos animais uma recuperação completa. Este protocolo foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da UEL (OF.CIRC.CEUA. N 12/2018, protocolo 

Nº 21997.2017.34; Anexo 2). 

 

5.1.2 Drogas 

Por microinjeção intracerebroventricular (ICV) foram administrados: VIP (Sigma 

Co., CA) na dose de 40 ng/g rato em 6 µL; PACAP (Sigma Co., CA) na dose de (4,0 

ng/g em 6 µL), doses de VIP e PACAP escolhidas com base em publicações 

anteriores (ALEXANDER; SANDER, 1994; CHANCE et al., 1995; MARTINS et al., 

2018), como veículo foi microinjetado 6 µL de salina estéril (NaCl 0,9%). O hormônio 

de reposição foi o cipionato de estradiol (Pfizer, São Paulo, SP), 10 μg/0,2 mL/rata, 

subcutâneo (sc), e como veículo em relação ao hormônio foi utilizado óleo de milho 

0,2 mL, subcutâneo. 

 

 



43 
 

 

5.1.3 Protocolos experimentais 

Todos os animais foram submetidos à estereotaxia e a cirurgia de 

ovariectomia bilateral (OVX); após cirurgia foram mantidas em duplas em caixas 

coletivas constituindo os seguintes grupos experimentais: 

- grupo OVX+O: ratas ovariectomizadas e tratadas com óleo de milho; 

- grupo OVX+E: ratas ovariectomizadas e tratadas com estradiol. 

 

Protocolo 1. Efeitos da microinjeção intracerevroventricular de VIP ou PACAP sobre 

parâmetros metabólicos plasmáticos e ingestão de alimentos  

 Neste conjunto de protocolos, as ratas OVX+O e OVX+E tiveram a ração 

retirada às 16 h e, às 18h, receberam microinjeção ICV de Salina, VIP ou PACAP (6 

µL, 6 µL/min em 1 min). Após 15 min, as ratas foram submetidas a eutanasia por 

decapitação, o sangue foi coletado em tubos heparinizados para obtenção de plasma 

para determinações plasmáticas de glicose, ácidos graxos livres, e corticosterona. Os 

cérebros foram retirados para avaliação histológica dos locais da microinjeção. Em 

outro protocolo, após a retirada de alimento às 16 h e microinjeção ICV às 18 h, as 

ratas receberam microinjeção ICV de Salina, VIP ou PACAP (6 µL, 6 µL / min em 1 

min), e após 15 min, todos os animais tiveram acesso à comida (50 g) e a ingestão 

alimentar foi quantificada (em g/100 g de peso corpóreo) após 120 min. 

 

Protocolo 2. Efeitos da microinjeção intracerevroventricular de VIP ou PACAP em 

neurônios imunorreativos de antígenos relacionados a Fos (FRA) no PVN e ARC  

 Neste protocolo experimental, a ração das ratas OVX+O e OVX+E foi retirado 

às 16 h e às 18 h elas receberam microinjeção ICV de Salina, VIP ou PACAP (6 µL, 

6 µL/min em 1 min); após 90 min, foram perfundidas para coleta de tecido cerebral e 

ensaios de imuno-histoquímica (HOFFMAN et al., 1993; HOFFMAN; MURPHY, 

2000). 

 

Protocolo 3. Efeitos do tratamento com estradiol na expressão quantitativa de RNAm de 

VPAC2 e PAC1 por meio de PCR em tempo real no PVN e ARC  

 Neste protocolo experimental, após a retirada de alimento às 16 h e 

microinjeção ICV às 18 h, a ração das ratas OVX+O e OVX+E receberam Salina, 

tiveram seus cérebros congelados em freezer -80 °C; esses cérebros foram 

microdissecados utilizando-se uma agulha de punção inoxidável de 1,5 mm de 
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diâmetro, em um criostato. O RNA total foi isolado de cada amostra de tecido 

hipotalâmico usando Reagente Trizol (Invitrogen®, Nova Zelândia), o RNA foi usado 

para a síntese de cDNA e posterior quantificação em máquina de PCR em tempo 

real. 

 

5.1.4 Procedimentos cirúrgicos 

 

Cirurgia estereotáxica: 

 Todas as ratas foram anestesiadas intraperionealmente com dose de 100 mg/kg 

de ketamina (Agener União, 10%) e 20 mg/kg de cloridrato de xilazina (Anasedan®; 

Vetbrands, Jacareí, Brazil; 2%) e, ao entrarem em hipnose, foi realizada a tricotomia na 

região dorsal da cabeça do animal. Por estereotaxia unilateral, foi implantada cânula-guia 

de aço inoxidável (0,7 mm de diâmetro externo, 0,4 mm de diâmetro interno e 10 mm de 

comprimento), no ventrículo lateral direito AP = -0,8 mm; H = -3,6 mm; L = -1,5 mm; 

utilizando-se como referências o Bregma, a calota craniana e a sutura sagital, 

respectivamente, segundo coordenadas do atlas de Paxinos e Watson (2009). A cânula-

guia foi então fixada com acrílico autopolimerizante (Simplex®) sobre a calota craniana, 

onde previamente foram fixados parafusos metálicos para assegurar a adesão do 

polímero ao osso. O critério para a verificação da posição da cânula no ventrículo lateral 

se deu pelo influxo de salina (NaCl 0,9%), por meio de uma coluna de salina, durante a 

cirurgia de implantação da cânula. Dentro da cânula implantada, um mandril de aço foi 

posicionado para evitar a sua obstrução por detritos após o procedimento cirúrgico. Ao 

final da cirurgia, foi dada uma dose profilática de antibiótico (50000 unidades de penicilina 

G: 0,1 mL por 100 g de peso corpóreo via intramuscular) e paracetamol (200 mg/kg, via 

oral). As fêmeas foram mantidas em gaiolas coletivas contendo no máximo três animais, 

para melhor recuperação da cirurgia, recebendo água e alimentação à vontade 

juntamente com as injeções diárias de óleo de milho ou estradiol.  

 

Ovariectomia bilateral: 

 Logo em seguida à cirurgia estereotáxica e ainda sob anestesia, foi realizada 

a cirurgia de ovariectomia bilateral (OVX) seguindo técnicas correntes em 

endocrinologia (FOLADOR, ZAIA, FERNANDES, 2005). 
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5.1.5 Análises bioquímicas 

Imediatamente após a decapitação, o sangue do tronco foi coletado em tubos 

heparinizados e centrifugados a 14.000 x g por 20 min a 4 °C. O plasma foi 

armazenado a -20 °C e usado para ensaios bioquímicos. As análises bioquímicas 

realizadas foram:  

 

Dosagem de glicose plasmática:  

Determinação espectrofotométrica da concentração plasmática de glicose foi 

realizada utilizando-se o Kit Comercial Glicose BioLiquid (Laborclin, PR), baseado na 

reação da peroxidase (Trinder, 1969), onde a glicose é determinada por sua reação 

com a glicose oxidase, na qual são gerados o ácido glucurônico e o peróxido de 

hidrogênio. O peróxido de hidrogênio então reage com o hidroxibenzoato de sódio e 

4-aminofenazona, produzindo um complexo corado de cor rosa com máximo de 

absorção em 500 nm. A intensidade da coloração é proporcional à concentração de 

glicose da amostra, sendo seus valores expressos em mg.dL-1. 

 

Dosagem de ácidos graxos livres plasmáticos:  

Para a determinação plasmática da concentração de ácidos graxos livres foi 

utilizado o método espectrofotométrico de Falholt et al. (1973). Amostras de plasma 

(100 µL) foram submetidas a duas extrações seguidas de agitação, aspiração da 

fase superior e centrifugação. Como padrão, foram utilizados 50 µL de ácido 

palmítico (2 mmolar) em 1,0 mL de tampão fosfato (pH 6,4) e 6,0 mL de solução 

extratora, e para o branco apenas a solução extratora. Na 1ª extração utilizou-se 1,0 

mL de tampão fosfato (pH 6,4) e 6,0 mL de solução de clorofórmio + heptano + 

metanol, e na 2ª extração 2,0 mL CuTEA (pH 8,1). Após, em 3,0 mL da fase superior 

foi adicionado 1,0 mL do reagente de cor (DPC: 4% de 1,5- difenilcarbazida-

difenilcarbazona em 0,1 mL de TEA 1 M). A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 550 nm e os resultados expressos 

em µmoles.dL-1. 

 

Dosagem de corticosterona plasmática:  

A determinação da concentração de corticosterona plasmática foi feita pelo 

método fluorimétrico de Guillemin et al. (1958), o qual se baseia na fluorescência da 

corticosterona em ácido sulfúrico. Para a execução do método, tem-se como solução 
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padrão 1 mg de corticosterona dissolvida em 10 mL de etanol absoluto. Em relação 

às amostras dos animais, 200 μL de plasma foram acrescidos em 6 mL de 

diclorometano, com posterior agitação e aspiração da fase superior, possibilitando a 

partição e extração da corticosterona. Após isso, 500 μL de NaOH 0,1 N foram 

adicionados à amostra para lavagem, seguido por agitação e aspiração da fase 

superior; após, 500 μL de água destilada foram adicionados, fez-se agitação. Como 

branco, apenas 4 mL de diclorometano foram utilizados. Na segunda etapa do 

método,5, 10 e 20 μL de solução "working" (0,5 mL de solução padrão e etanol) 

foram adicionados ao tubo da solução padrão e 1 mL de (H2SO4 : etanol) foi 

acrescido à todos os tubos para uma segunda extração, seguido por agitação, em 

repouso de 20 minutos. A leitura foi feita em fluorímetro, com excitação 477 nm, 

emissão 520 nm e sensibilidade 11. Os valores da concentração plasmática de 

corticosterona obtidos foram expressos em µg. d-1. 

 

5.1.6 Análise histológica 

Para a avaliação do posicionamento correto da cânula, todos os cérebros após 

remoção foram cortados em fatias de 60 µm por meio de criostato, até a identificação do 

posicionamento da cânula. Para a análise dos cortes histológicos utilizou-se o atlas de 

Paxinos e Watson (2009).  

 

5.1.7 Perfusão de cérebro 

As fêmeas foram anestesiados com ketamina/xilazina (45 mg/mL e 7 mg/mL, 

respectivamente) e, após o desaparecimento dos reflexos raqui-medulares, foram 

submetidos à perfusão do SNC. A perfusão intracardíaca foi iniciada com a infusão 

de 200 mL de solução salina isotônica (NaCl 0,15 M) com heparina (diluição 1:80) 

seguida pela infusão de 400 mL de paraformoldeído 4%, utilizando bomba 

peristáltica com velocidade de infusão de 10 mL/min. O tecido foi pós-fixado em 

paraformoldeído 4%, por 1 h, e então estocado em uma solução de sacarose 30% a 

4 ºC para a realização dos procedimentos imunoistoquímicos. 
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5.1.8 Imuno-histoquímica 

Para a avaliação imuno-histoquímica de FRA (Fos-related antigens), que são 

proteínas quimicamente semelhantes ao FOS, os tecidos cerebrais foram seccionados 

em cortes de 30 μm de espessura, utilizando-se criostato, separados em alíquotas e 

mantidos em solução crioprotetora em freezer -20 °C. No primeiro dia, os cortes foram 

lavados três vezes com tampão fosfato (PB, 0,01 M, pH:7,4) por cinco minutos cada 

lavagem, e imediatamente após, foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena com 

solução H2O2 (30%) durante 30 min em agitação leve, e após o bloqueio os cortes foram 

lavados três vezes em PB 0,01M durante cinco minutos por lavagem. Em seguida, fez-se 

o bloqueio das ligações inespecíficas utilizando-se albumina bovina 5% durante uma 

hora, e logo após incubou-se com o primeiro anticorpo anti-FRA (1:2000, K25, Santa 

Cruz), sob agitação leve durante uma hora em temperatura ambiente e incubação por 48 

horas a 4º C. No segundo dia, lavou-se os cortes com PB 0,01 M três vezes por cinco 

minutos cada, e posteriormente incubou-se com o segundo anticorpo (biotinilado, 1:200, 

Vector) por uma hora sob agitação leve, e em seguida lavou-se mais três vezes por cinco 

minutos cada. Incubou-se com solução avidina-biotina-peroxidase (1:200, ABC, 

Vectastain) durante uma hora sob agitação, e após lavou-se mais três vezes por cinco 

minutos. Para a visualização da expressão de FRA, os cortes foram revelados 

empregando-se diaminobenzidina (DAB 0,01%) e cloreto de níquel como cromógenos, 

cuja reação conferiu ao núcleo das células uma coloração de violeta escuro a preto. Após 

a revelação, os cortes foram lavados com PB 0,01 M logo em seguida foram encubados 

com albumina 5% por uma hora para o bloqueio das ligações inespecíficas, e 

posteriormente foram encubados com primeiro anticorpo anti-OT (1:20 000, Bachem) 

durante uma hora em temperatura ambiente e em seguida durante 48 h a 4 ºC. No 

terceiro dia, os cortes foram lavados com PB 0,01M e incubados com o segundo 

anticorpo biotinilado (1:200, Vector), durante uma hora sob agitação leve. Em seguida, os 

cortes foram lavados com PB 0,01 M e depois incubado com solução ABC (1:200, 

Vectastain) por uma hora sob agitação. Após, lavou-se novamente com PB 0,01 M, e 

para a revelação empregou-se DAB, cuja reação conferiu ao citoplasma cor marrom 

escura, e depois lavou-se três vezes os cortes com PB 0,01 M por cinco minutos cada. 

Em seguida, os cortes foram montados em lâminas histológicas, para posterior análise 

em microscópio óptico. 
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5.1.9 Microdissecção, isolamento de RNA total e PCR quantitativo em tempo real 

O RNA total foi isolado de cada amostra de tecido hipotalâmico 

microperfurado usando Reagente Trizol (Invitrogen®, Nova Zelândia) de acordo 

com o fabricante protocolo. A concentração de RNA em cada amostra foi 

determinada usando um leitor de microplacas de detecção múltipla (Synergy HT, 

BioTek) e 500 ng de RNA foi usado para a síntese de cDNA usando o High 

Capacity Kit de transcrição reversa de cDNA (Applied Biosystems, EUA). A PCR 

quantitativa em tempo real foi realizada usando um Applied Biosystems 7500 

sistema de PCR em tempo real. O ensaio de expressão gênica TaqMan® (Applied 

Biosystems). Cada reação de PCR foi realizada em duplicata. Água (em vez de 

cDNA) foi usado como controle negativo. O gene constitutivo, beta actina, foi 

executado para cada amostra de cDNA. A determinação dos níveis de transcrição 

de genes em cada amostra foi obtida pelo método ΔΔCT. Para cada amostra, o 

ciclo de limiar (Ct) foi determinado e normalizado para a média do gene 

housekeeping (ΔCt = CtUnknown − Cthousekeeping genes). A mudança de dobra da expressão 

de mRNA na amostra desconhecida em relação ao grupo controle foi calculado como 

2−ΔΔCt, onde  ΔΔCt = ΔCtUnknown − ΔCtCalibrator (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).  

 

5.1.10 Análise estatística 

Foi testada a distribuição normal e a homogeneidade dos dados e análise de 

Variância (ANOVA) two-way Anova seguida de teste t de Student Newman-Keuls 

(SNK). Foi considerado como nível de significância p<0,05. 

 

 

5.2 RESULTADOS 

 

Protocolo 1. Efeitos da microinjeção intracerevroventricular de VIP ou PACAP sobre 

parâmetros metabólicos plasmáticos e ingestão de alimentos  

Analisando as respostas de ingestão alimentar (figura 10A), verificam-se que 

os grupos que receberam VIP ou PACAP ingeriram menos alimento (p<0,05) 

comparado com os respectivos grupos salina sem reposição ou com reposição de 

estradiol; observa-se ainda que as ratas tratadas com estradiol comeram menos que 

as que receberam óleo tanto para as microinjetadas com salina quanto para as 

microinjetadas com VIP (p<0,004) ou PACAP (p<0,01). 
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As microinjeções de VIP promoveram aumento (p<0,05) das concentrações 

plasmáticas de glicose (figura 10B) tanto para os animais OVX+O quanto para os 

animais OVX+E comparado com os respectivos grupos Salina. A microinjeção de 

PACAP promoveu aumento da glicemia apenas no grupo OVX+O (p<0,005) não 

sendo significativa sua ação nos animais OVX+E quando comparados com o grupo 

Salina (p=0,271); entretanto, o aumento da concentração plasmática de glicose nos 

animais OVX+O foi significativamente maior em comparação aos animais OVX+E 

(p<0,003) enquanto não houve diferença entre os grupos OVX+O e OVX+E que 

receberam salina.  

A concentração de ácidos graxos livres após a microinjeção de VIP (figura 

10C) não se alterou significativamente para o grupo OVX+O (p=0,597), entretanto 

houve redução na concentração dos ácidos graxos livres para o grupo OVX-E 

(p<0,008); a microinjeção de PACAP não promoveu alterações na concentração 

plasmática de ácidos graxos livres em nenhum dos grupos ou quando comparado 

entre eles.  

A microinjeção de VIP não promoveu alterações na concentração plasmática 

de corticosterona (figura 10D) nas ratas OVX+O e OVX-E não houve modificações 

plasmáticas quando comparamos os animais VIP e Salina, entretanto ouve aumento 

da corticosterona no grupo tratado com estradiol comparado ao grupo que recebeu 

óleo (p<0,023), a microinjeção de PACAP também não foi capaz de promover 

alterações significativas dentro dos grupos OVX+O e OVX-E, mas houve aumento 

da concentração plasmática de corticosterona dos animais OVX-E quando 

comparado com os animais OVX+O (p<0,023).  
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Figura 10. Valores de ingestão alimentar (A), concentrações plasmáticas de glicose 

(B), ácidos graxos livres (C) e corticosterona (D) de ratas ovariectomizadas 

bilateralmente (OVX) tratadas com estradiol (E; 10 μg/0,2 mL/rata; sc) ou veículo (O; 

óleo de milho; 0,2 mL, sc) e microinjetadas ICV (ventrículo lateral direito) com Salina 

(0,9%), peptídeo intestinal vasoativo (VIP; 40 ng/g em 6 µL em 1 min) ou 

polipeptídeo hipofisário ativador de adenilciclase (PACAP; 4,0 ng/g 6 µL em 1 min). 

Dados expressos como média ± SEM. *Diferente do grupo Salina. #Diferente do 

grupo OVX+O. 
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Protocolo 2. Efeitos da microinjeção intracerevroventricular de VIP ou PACAP em 

neurônios imunorreativos de antígenos relacionados a Fos (FRA) no PVN e ARC  

A microinjeção de VIP promoveu um aumento no número de neurônios FRA-

imunorreativos no PVN (p<0,001) do grupo OVX+O (figura 11A e B); não houve 

diferença no número de neurônios reativos no PVN do grupo OVX-E, entretanto, 

houve redução no número de neurônios FRA-ir do grupo OVX-E quando comparado 

aos animais do grupo OVX+O (p=0,015). O PACAP não promoveu mudanças 

significativas no número de neurônios FRA-ir no grupo OVX+O no ARC (figura 11C) 

e no grupo OVX-E no PVN (figura 11D), porém o grupo OVX-E que recebeu PACAP 

teve um aumento significativo no número de neurônios ativos no ARC (figura 11C), 

quando comparado ao seu controle (p<0,001), e aos animais que receberam PACAP 

no grupo OVX+O (p=0,021); no PVN apenas os animais do grupo OVX+O que 

receberam PACAP tiveram um aumento no número de neurônios FRA-ir quando 

comparados ao seu controle (p=0,026). 

 

 

Protocolo 3. Efeitos do tratamento com estradiol na expressão quantitativa de RNAm 

de VPAC2 e PAC1 por PCR em tempo real no PVN e ARC  

Não houve diferença da expressão relativa do RNAm do VPAC2 no ARC de 

animais que foram ou não tratados com estradiol, entretanto no PVN mostrou-se 

redução significativa na expressão de RNAm do VPAC2 nos animais que foram 

tratados com estradiol (p=0,03). Para o PAC1 não houve diferença na expressão de 

RNAm no ARC, entretanto, houve um aumento da expressão relativa do RNAmdo 

PAC1 no PVN de animais que foram tratados com estradiol (p=0,02) (figura 12 e 

figura 13). 
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Figura 11. Número de neurônios imunorreativos a antígenos relacionados a Fos 

(FRA-ir) de ratas ovariectomizadas bilateralmente (OVX) tratadas com estradiol (E; 

10 μg/0,2 mL/rata, sc) ou veículo (O; óleo de milho; 0,2 mL; sc) e microinjetadas ICV 

(ventrículo lateral direito) com Salina (0,9%), peptídeo intestinal vasoativo (VIP; 40 

ng/g em 6 µL em 1 min) ou polipeptídeo hipofisário ativador de adenilciclase 

(PACAP; 4,0 ng/g 6 µL em 1 min). A e C: núcleo arqueado do hipotálamo (ARC). B e 

D: núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN). Os dados foram analisados pelo teste 

t e são apresentados como média ± SEM. *Diferente do grupo Salina (p<0,05). 

#Diferente do grupo OVX+O (p<0,05). 
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Figura 12. Expressão relativa do RNAm do VPAC2 no ARC e PVN de ratas 

ovariectomizadas bilateralmente (OVX) tratadas com estradiol (E; 10 μg/0,2 mL/rata, 

sc) ou veículo (O; óleo de milho; 0,2 mL; sc). Os dados são expressos em unidades 

arbitrárias e como média ± SEM. *Diferente do grupo Salina. #Diferente do grupo 

OVX+O. 
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Figura 13. Expressão relativa do RNAm do PAC1 no ARC e PVN de ratas 

ovariectomizadas bilateralmente (OVX) tratadas com estradiol (E; 10 μg/0,2 mL/rata, 

sc) ou veículo (O; óleo de milho; 0,2 mL; sc). Os dados são expressos em unidades 

arbitrárias e como média ± SEM. *Diferente do grupo Salina. #Diferente do grupo 

OVX+O. 
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5.3 DISCUSSÃO  

Neste trabalho, a microinjeção ICV de VIP ou PACAP em fêmeas castradas 

que foram ou não tratadas com estradiol, foi realizada para avaliar o papel dos 

estrógenos nas respostas anorexígena e metabólicas desses peptídeos e para isso 

foram analisados parâmetros plasmáticos, de ingestão, análises da expressão 

gênica e ativação de neurônios em núcleos do hipotálamo. Após as microinjeções, 

VIP e PACAP foram capazes de promover hipofagia e alterações metabólicas 

plasmáticas, além disso induziram ativação neuronal no ARC e PVN e tiveram 

variação na expressão relativa do RNAm dos receptores VPAC2 e PAC1 no PVN de 

fêmeas tratadas com estradiol. 

A hipofagia e a hiperglicemia em fêmeas ovariectomizadas, promovidos pela 

microinjeção de VIP ICV, estão de acordo com trabalhos anteriores publicados 

(ITOH et al.,1982; GHOURAB et al., 2011; NAGAI et al., 1994; MARTINS et al., 

2018; GARNICA-SIQUEIRA et al., 2019). Anos atrás, os efeitos inibitórios dos 

estrogênios no ganho de peso corporal foi reconhecido em modelos animais 

(DREWETT, 1973) e estabeleceram que ratas ovariectomizadas são hiperfágicas e 

ganham mais peso do que as fêmeas controle (WADE, 1972; TARTTELIN; GORSKI, 

1973; WADE; GRAY, 1979; ASARIAN; GEARY, 2002). Além disso, efeito inibitório 

do estradiol sobre a ingestão alimentar estaria associado a mudanças no tamanho 

da refeição interferindo, na resposta de saciedade (BUTERA, 2010). Em nosso 

trabalho, fêmeas OVX-E microinjetadas com salina e VIP também tiveram uma 

redução da ingestão alimentar. A presença do estradiol foi capaz de promover 

redução na ingestão mesmo em animais que não receberam VIP indicando que 

apenas os estradiol já é capaz de promover o controle da ingestão, os animais do 

grupo OVX+E VIP também apresentaram redução na ingestão alimentar, 

corroborando trabalhos que mostram o efeito hipofágico do peptídeo. Quanto à 

hiperglicemia apresentada pelos animais OVX+E que receberam VIP, sabemos do 

envolvimento dos estrogênios na homeostase da glicose sanguínea, participando da 

regulação da sensibilidade a insulina no fígado, no músculo esquelético e no 

pâncreas por meio da liberação de insulina (ROPERO et al, 2008), entretanto não 

houve uma maior concentração ou redução de glicose em comparação ao grupo 

OVX+O, indicando que a ação aguda do VIP em promover hiperglicemia se mantém. 

Os ácidos graxos livres, diferente da literatura (ITOH et al.,1982; GHOURAB 

et al., 2011; NAGAI et al., 1994; MARTINS et al., 2018; GARNICA-SIQUEIRA et al., 
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2019), que mostra uma redução nas concentrações plasmáticas do mesmo, não 

sofreu alterações significativas nos animais OVX+O que receberam VIP. Os animais 

OVX-E que receberam VIP, entretanto, apresentaram uma redução na concentração 

plásmatica de ácidos graxos. Esses resultados podem estar associados aos 

resultados obtidos nas análises de corticosterona, onde todos os animais OVX+E 

apresentaram aumento da concentração plasmática de corticosterona quando 

comparados ao grupo OVX+O. Estudos demonstraram que o aumento da 

concentração de corticosterona em ratas ovariectomizadas com reposição de 

estradiol ocorre porque a atividade do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal é 

influenciada pelos esteroides sexuais (POLLARD et al., 1975). Fêmeas 

ovariectomizadas apresentam redução da concentração de corticosterona em 

comparação aos animais intactos que passaram por cirurgia fictícia (DE SOUZA et 

al., 2018). Em ratos machos Alexander e Sander (1994) mostraram que o VIP induz 

elevações de corticosterona no plasma de ratos quando microinjetado no PVN. Além 

disso, Itoh et al. (1982) mostraram que o VIP causa aumento de corticosterona no 

plasma quando administrado ICV. Deshaies et al. (1997) mostrou, em ratas 

ovariectomizados e adrenalectomizadas, que a corticosterona é necessária para que 

os animais ovariectomizadas mantenham suas ações relacionadas ao metabolismo 

de lipídios. Além disso, a lipólise do tecido adiposo não é alterada diretamente pela 

presença ou ausência de estradiol (MacDONALD et al., 2017). Observando esses 

estudos, poderíamos sugerir, em nosso trabalho, que a diferença nas respostas 

obtidas nas concentrações de ácidos graxos livres de animais microinjetados com 

VIP estaria relacionada com o aumento da corticosterona, indicando a ação dela em 

controlar as respostas de lipídios, ao mesmo tempo em que a presença do estradiol 

interfere nas respostas de corticosterona, sendo o VIP um protagonista secundário 

nesses efeitos gerenciados pelo estradiol.  

Semelhante aos achados de VIP e de acordo com a literatura, a microinjeção 

de PACAP promove a redução de ingestão alimentar (MIZUNO et al.,1998; MORLEY 

et al., 1992), e, da mesma forma que ocorre com o VIP, fêmeas OVX+E tem a 

ingestão menor que as fêmeas OVX, firmando a ação dos estrógenos em participar 

do controle da ingestão alimentar em fêmeas e corroborando, ainda mais, outros 

trabalhos da literatura (TARTTELIN; GORSKI, 1973; WADE; GRAY, 1979; 

ASARIAN; GEARY, 2002; BUTERA, 2010; DE SOUZA et al., 2018).  
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A microinjeção ICV de PACAP promoveu hiperglicemia em fêmeas 

ovariectomizadas. Yi et al. (2010) em ratos e Mounien et al. (2009) em 

camundongos, todos com injeção ICV de PACAP mostraram aumento nas 

concentrações plasmáticas de glicose. O grupo OVX+E não apresentou alterações 

dentro do próprio grupo, entretanto, os animais que receberam PACAP tiveram uma 

redução significativa na concentração plasmática de glicose quando comparados 

aos animais do grupo OVX que receberam PACAP. Os estrogênios têm sido 

relacionados ao metabolismo da glicose há muito tempo (ROPERO et al., 2008). 

Ratas e camundongas ovariectomizadas são resistentes à insulina, têm deficiência 

na eliminação de glicose estimulada pelo exercício no músculo (CAMPBELL; 

FEBBRAIO, 2002) e a reposição de estradiol mantém a ação da insulina e a 

tolerância à glicose (STUBBINS et al., 2012). Além disso a ação dos estrogênios em 

ligar aos seus receptores de membrana presentes em diversos tecidos, como 

músculo esquelético, tecido adiposo, fígado, e ativar esses receptores ajuda a 

regular a atividade das células excitáveis relevantes para o balanço energético e 

homeostase da glicose: células beta de insulina, células alfa secretoras de glucagon 

e neurônios hipotalâmicos de dopamina e POMC (ROPERO et al., 2008). 

Considerando que os estrógenos têm papel importante no controle do metabolismo 

da glicose, em nosso trabalho podemos sugerir que a presença dos estrógenos é 

suficiente para controlar e impedir o aumento de glicose promovida pelo PACAP. 

Não houve diferença significativa nos ácidos graxos livres para todos os 

grupos e animais avaliados. Os dados por nós obtidos em machos (primeiro artigo 

deste trabalho), tivemos uma resposta semelhante nos ácidos graxos para a 

microinjeção de PACAP, onde os ratos não apresentaram alteração nos ácidos 

graxos livres após a microinjeção de PACAP no ventrículo lateral. Os dados nas 

fêmeas então reforça a ideia de que o PACAP ICV, diretamente, não promove 

alterações nos ácidos graxos. PACAP também não alterou as concentrações 

plasmáticas de corticosterona nas fêmeas ovariectomizadas, semelhante ao que 

encontramos em machos (priemiro artigo), entretanto o PACAP promoveu o 

aumento de corticosterona nos animais OVX+E quando comparados com o grupo 

OVX+O.  

O PACAP tem a capacidade de estimular a adenilato ciclase nas células da 

hipófise anterior e aumentar a liberação de hormônio hipofisário, incluindo 

corticotropina (MIYATA et al. 1989; VAUDRY et al. 2009). A presença e a expressão 
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do PACAP e do seu receptor PAC1 no hipotálamo, hipófise glândula e a glândula 

adrenal, auxilia na produção e liberação de hormônios nesses tecidos (VAUDRY et 

al. 2009), além disso a administração central de PACAP, em machos induz 

comportamentos relacionados ao estresse e injeção periférica de PACAP aumenta a 

conentração de corticosterona e epinefrina (AGARWAL et al. 2005). Entretanto, o 

estradiol afeta a resposta de corticosterona em fêmeas, especialmente durante o 

estresse, mas estudos mostraram que a ovariectomia reduz os valores basais de 

corticosterona, e a reposição de estradiol os aumenta (KITAY, 1963; PHILLIPS; 

POOLSANGUAN, 1978), outros trabalhos mostram que concentrações basais de 

corticosterona (PHILLIPS; POOLSANGUAN, 1978; VIAU; MEANEY, 1991) são mais 

altas no proestro quando os valores de estrógenos estão mais altos, além disso, foi 

demonstrado que ratas que receberam reposição de estrógeno após ovariectomia 

tem concentração de corticosterona pós-estresse significativamente mais altas do 

que as controles (PHILLIPS; POOLSANGUAN, 1978; VIAU; MEANEY, 1991). Desse 

modo podemos sugerir que o aumento de corticosterona encontrado no grupo 

OVX+E é proveniente da ação do estradiol, e a ação do PACAP não se soma com a 

do estradiol.  

PVN e ARC são dois núcleos hipotalâmicos bem estabelecidos como 

importantes para regulação de hormônios e nutrientes além de participarem do 

controle de ingestão alimentar (GOLD et al., 1977; SIMS; LORDEN, 1986; 

JHANWAR-UNIYAL et al., 1990; HAHN et al., 1998; KOHNO; CONE, et al., 2001; 

WILLIANS et al., 2001; BOURET et al, 2004; WORTLEY et al., 2004; YADA, 2012). 

Joo et al. (2004) mostraram, por meio da imunoistoquimica e imunofluorescência, 

que os receptores de VIP e PACAP (VPAC1, VPAC2 e PAC1) têm padrões de 

distribuição distintos, complementares e sobrepostos; esses peptídeos então 

exercem suas diversas funções por meio de seus receptores em locais específicos e 

em diferentes combinações e que PVN e ARC expressam receptores para VIP e 

PACAP. FRA (antígenos relacionados à Fos) são proteínas que alteram a 

transcrição celular, positiva ou negativamente, em resposta aos sinais na superfície 

celular, e são usados na avaliação de ativação neuronal (DRAGUNOW, 1990; 

MORGAN; CURRAN, 1989; SHARP et al, 1991; HOFFMAN et al, 1993). A marcação 

com FRA indica que o neurônio marcado foi ativado dentro daquele período de 

avaliação. Em nosso trabalho observamos que para o VIP no PVN tivemos aumento 

de neurônios FRA-ir nos animais OVX+O que receberam VIP, entretanto os animais 
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OVX+E que receberam VIP não diferiram de seu controle e ainda tiveram uma 

redução significativa no número de neurônios FRA-ir em comparação aos animais 

OVX/VIP. Para a região de ARC tivemos aumento no número de neurônios FRA-ir 

nos animais dos grupos OVX+O e OVX+E que receberam VIP, contudo a expressão 

de FRA nos animais OVX+E foi menor, significativamente, em comparação aos 

animais OVX ovariectomizadas que receberam VIP. Podemos adicionar ainda a este 

cálculo a expressão relativa de RNAm dos receptores, onde VAPC2, se mostrou 

reduzido no PVN de animais tratados com estradiol, enquanto no ARC não houve 

diferença na expressão, e, para o PAC1 tivemos um aumento na expressão de 

RNAm no PVN de ratos OVX+E, enquanto o no ARC não há diferença na 

expressão.  

Gozes et al. (1989) mostraram que a expressão gênica do RNAm do VIP, no 

hipotálamo, foi significativamente diminuída após a ovariectomia e esta diminuição 

foi revertida após três dias de tratamento com dibenzoato de estradiol, o que não 

ocorreu com os machos, sugerindo que há dimorfismo sexual no que diz respeito à 

regulação esteróide da expressão do gene VIP hipotalâmico no rato. Inclusive, foi 

relatado que o estradiol estimula a expressão de RNAm do PACAP nos núcleos 

hipotalâmicos ventromedial e arqueado, enquanto a progesterona aumenta os níveis 

de RNAm de PACAP e PAC1 no hipotálamo e ovário de ratos (HA et al., 2000; 

PARK et al., 2000; APOSTOLAKIS et al., 2004) e a castração dos animais leva à 

diminuição dos níveis de PACAP no cérebro e nos tecidos hipofisários de ratos 

Wistar machos e fêmeas (NEMETH et al., 2006). Além disso, há um aumento da 

expressão de RNAm de PACAP no PVN durante o período de proestro das fêmeas e 

que decaí com o tempo (MOORE et al., 2005), e há uma redução nas concentrações 

de RNAm do VIP após sete dias de tratamento com estradiol, o que implica que a 

exposição prolongada ao estradiol pode ter efeitos indiretos na expressão do gene 

do VIP (GOZES et al, 1989). 

Neurônios de ocitocina no PVN não respondem diferencialmente ao 

tratamento com estradiol, sugerindo que o estradiolnão estaria modulando a 

atividade neuronal da ocitocina no PVN (KENNETT et al., 2008) e apenas uma 

pequena população de neurônios no PVN concentra estradiol (RHODES et al., 1981, 

1982). Trabalhos anteriores sugerem que a ocitocina seja um regulador do VIP na 

homeostase energética (MARTINS et al., 2018). Por outro lado neurônios POMC do 

núcleo arqueado expressam receptores PAC1 e VPAC2 e o PACAP provoca um 
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aumento significativo na biossíntese e liberação de alfa-MSH de explantes 

hipotalâmicos (MOUNIEN et al, 2006)e o bloqueio dos receptores de melanocortina 

por uma quantidade moderada de antagonista promoveu, de maneira parcial, o 

efeito do PACAP na ingestão, mostrando que, pelo menos em parte, a anorexia 

induzida pela injeção central de PACAP é mediadapela ativação da via da 

melanocortina (MOUNIEN et al., 2009). NPY/AgRP são necessários para mediar os 

efeitos anorexígenos dos estrogênios, e a expressão hipotalâmica dos mesmos é 

regulada, em camundongos, ao longo do ciclo estral, com os níveis mais baixos 

durante o estro, coincidindo com o pico de estrogênio plasmático, entretanto não há 

expressão do receptor de estrógeno em neurônios NPY/AgRP, o estrogênio, 

então,estaria regulando esses neurônios indiretamente, por exemplo, através de 

neurônios POMC (OLOFSSON et al., 2009). 

Com esses estudos é atrativo sugerir que as mudanças encontradas na 

expressão relativa do RNAm do VPAC 2 no PVN de animais OVX+E é causa indireta 

da exposição prolongada ao estradiol que também leva a diminuição do RNAm do 

VIP e que o aumento da expressão de PAC1 no PVN de animais OVX-E estaria 

associado a presença do estradiol e sua manutenção. E o aumento dos neurônios 

imunorreativos seguem essa indicação com o extra de vermos como o VIP age de 

maneira mais independente dos estrógenos apesar de suas ações metabólicas 

gerais ainda estarem ligadas a ele, com o PACAP estando diretamente relacionado 

com o ARC e aos estrógenos, ajudando a dar forças a hipótese de que ações VIP e 

PACAP, especialmente no ARC, nas ações hipofágicas e no metabolismo energético 

periférico,estão relacionadas com o sistema da melanocortina com ações nos 

neurônios do PVN. 

 

5.4 CONCLUSÃO 

 

Em resumo, o presente estudo mostra que para o VIP os estrógenos agem de 

uma forma mais indireta, não interferindo na ação principal do peptídeo em promover 

redução da ingestão alimentar e hiperglicemia, entretanto os estrógenos parecem ter 

participação ativa nas ações do PACAP, que pode ser ressaltado através do 

aumento da expressão PAC1 e dos neurônios imunorreativos especialmente no 

ARC. Com a ação dos estrógenos, podemos apontar o ARC e o PACAP como duas 
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engrenagens a trabalhar juntas, enquanto o VIP age de maneira mais independente 

ainda que tendo os estrógenos para mediar ações colaterais. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

 Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:  

 

Em machos: 

- VIP e PACAP atuam no ARC induzindo hipofagia, redução da hiperfagia induzida 

pelo jejum, aumento das concentrações plasmáticas de glicose e ácidos graxos 

livres, associadas a menores concentrações de triglicerídeos, colesterol e lipídeos 

totais; 

- Aumento do número de neurônios FRA-ir no ARC indicando que ele pode ser um sítio 

de ação importante para os efeitos do VIP e PACAP. 

 

Em fêmeas: 

- VIP e PACAP reduziram a ingestão alimentar em ratas OVX e OVX+E; 

- VIP foi capaz de promover hiperglicemia nos animais OVX e OVX+E, mas PACAP 

promoveu hiperglicemia apenas em animais OVX; 

 

Os resultados obtidos mostram o ARC como uma região satélite para a ação do 

VIP e PACAP, tanto para machos quanto para fêmeas, e os estrógenos têm participação 

direta na ação do PACAP e do VIP, além disso, vale ressaltar a hipótese de que 

possivelmente, o sistema da melanocortina, esteja associado às ações desempenhadas 

no controle de ingestão alimentar e metabolismo energético destes dois peptídeos. 
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ANEXO 1 Comissão de Ética no Uso de Animais da UEL 
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ANEXO 2 Comissão de Ética no Uso de Animais da UEL 
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