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INTRODUGAO:

O hipotalamo é um 6rgao fundamental na manutencdo da homeostase energética. Ele recebe
sinais metabdlicos e hormonais que refletem o estado nutricional do organismo e coordena respostas
neuroendocrinas e comportamentais para manter o equilibrio do peso corporal. A regulagdo do balango
energético depende da interacao entre neurdnios orexigenos (como AgRP e NPY) e anorexigenos (como
POMC e CART), localizados no nucleo arqueado do hipotalamo, garantindo a estabilidade da massa
corporal.

Alteracdes funcionais e estruturais, resultantes de um processo inflamatério, ocorrem no
hipotalamo apds o consumo excessivo de dieta rica em gordura (HFD). A inflamacg&o hipotalamica é
mediada por células residentes do tecido neural, como neurdnios e células da glia, mas também por
macrofagos perivasculares e células imunes periféricas que infiltram o hipotalamo na fase crénica da
inflamacdo. O ambiente pré-inflamatério compromete a barreira hematoencefalica (BHE), gera
resisténcia hormonal (como a leptina), prejudica a fungdo das células do tecido e reduz a capacidade
neurogénica do hipotalamo. Em conjunto, essas adaptag¢des podem resultar em disfunc¢ao hipotalamica,
contribuindo com o desenvolvimento de obesidade.

A obesidade é caracterizada por acumulo excessivo de gordura corporal e esta associada a
comorbidades, como doencgas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2. Esse disturbio metabdlico
resulta do desequilibrio energético, ou seja, quando a ingestao de energia supera o gasto. Em condigbes
normais, o aumento na gordura corporal eleva os niveis de leptina circulante, sinalizando ao cérebro
para reduzir a ingestao. Paralelamente, apés uma refeigéo, o trato gastrointestinal envia ao hipotalamo
sinais de saciedade, como incretinas, bem como sinaliza via nervo vago. Dessa forma, o hipotalamo
integra esses sinais homeostaticos sinais hedbnicos, regulando a ingestao alimentar e o gasto
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energético. Na obesidade, devido a inflamacao hipotalamica ja instalada, esse mecanismo de feedback
pode estar comprometido, contribuindo para a hiperfagia.

Apesar dos avancgos quanto ao papel de diferentes tipos celulares na inflamagao hipotalamica
induzida por HFD, a funcao da matriz extracelular (MEC) nesse contexto e sua interagcdo com células do
tecido neural ainda sao pouco conhecidas. A MEC é uma rede tridimensional formada por
macromoléculas como colagenos, proteoglicanos, glicosaminoglicanos, dentre outras glicoproteinas.
Possui um papel na manutengdo da homeostase, oferecendo suporte fisico e protegdo mecanica aos
tecidos. Além disso, regula interagdes entre células do parénquima e células imunes que s&o atraidas
para locais inflamados, podendo mediar a sinalizagao celular e modular a inflamacgao.

Metaloproteinases da matriz (MMPs) promovem o remodelamento da MEC de forma dinémica, o
que pode ser prejudicado em quadros inflamatérios. Na obesidade, por exemplo, mediadores
inflamatérios favorecem a infiltragdo de mondcitos e a diferenciagdo em macréfagos no tecido adiposo
branco; estes passam a secretar citocinas pré-inflamatérias alterando a MEC. No hipotalamo também
se observa infiliragcao de células imunes medidas pela inflamacao induzida por HFD, contudo, ainda nao
se sabe se essas células contribuem com o remodelamento da MEC no parénquima hipotalamico.

Varios estudos ja demonstraram a existéncia de um dimorfismo sexual importante no
metabolismo. O sexo bioldgico influencia significativamente ndo apenas os desfechos metabdlicos, mas
também padrées de alimentacdo: machos sdo mais propensos a disfungdes metabdlicas, como
intolerancia a glicose e resisténcia a insulina, enquanto fémeas apresentam perfis mais protetores, como
maiores niveis de leptina e uma maior resisténcia a obesidade induzida por dieta. Células da glia no
hipotalamo também respondem de forma diferente a HFD: machos sdo mais vulneraveis a inflamagao,
enquanto as fémeas mostram maior resiliéncia, em parte devido a diferencas no comportamento das
células gliais e na neurogénese.

Recentemente demonstrou-se um dimorfismo sexual significativo no transcriptoma de células
que infiltram o hipotdlamo no contexto da inflamagao induzida por HFD, o que pode afetar os
mecanismos quimiotaticos que orientam essas células ao parénquima, processo que depende da
interacado de seus receptores com componentes da ECM. As fémeas apresentam ativagao precoce da
sinalizagdo de quimiocinas, portanto presume-se que diferencas em doengas metabdlicas sao
influenciadas principalmente por horménios esteroides sexuais, como o estrogénio.

Diante disso, o objetivo desse estudo é investigar como variagdes nos niveis de estrégeno, apds
procedimento de ovariectomia bilateral, com e sem reposi¢gdo hormonal, afetam a expressao génica de
componentes da MEC no hipotalamo diante de um cenario de inflamagéo hipotalamica.

METODOLOGIA:

Doze fémeas foram submetidas ao procedimento de ovariectomia bilateral, metade das fémeas
ovariectomizadas (N=6) receberam terapia de reposi¢ao de estradiol (grupo OVX+Estrégeno), enquanto
a outra metade nao (grupo OVX). Outras seis formarao o grupo SHAM, que serve como controle para
assegurar que quaisquer alteragdes observadas ndo sejam atribuiveis a fatores nao especificos
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relacionados ao procedimento cirurgico. O delineamento experimental com a distribuicdo dos animais

nos grupos experimentais esta apresentado na Figura 1.
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Figura 1 — Delineamento experimental.

Para a coleta dos tecidos, ao final de cada delineamento experimental, os camundongos serao
colocados em jejum por 6 horas e, em seguida, anestesiados com quetamina (100 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg). Apds perderem todos os reflexos, serdo decapitados.

O conteudo de RNA total sera extraido dos tecidos utilizando-se protocolo com reagente TRIzol
(Invitrogen) de acordo com as recomendacgdes do fabricante. Dois ug de RNA total serdo transcritos de
forma reversa para cDNA de acordo com as instru¢des do fabricante do kit (High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Life Technologies). A expressao de genes através de RT-qPCR sera feita com TagMan
Universal PCR Master Mix (Life Technologies). A analise da expressao génica sera realizada por um
sistema de detecgédo ABI Prism 7500 sequence (Applied Biosystems).

Os primers serdo adquiridos da Applied Biosystems e da Integrated DNA Technologies (IDT). A
expressdo de GAPDH sera utilizada como controle endégeno em todas as amostras. Os genes
analisados serdo: MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2, VCAN; ACAN; TNC; FN1; COL4A1, COL4A2; LAMAT1;
LAMB1; NID1, DAG1, PECAM1. Os dados obtidos no RT-qPCR serao analisados usando o Sequence
Detector System 1.7 (Applied Biosystems).

Os dados estéo apresentados como média + EP, com o niumero de experimentos por grupo nas
legendas. Foi utilizada ANOVA de uma via Mann-Whitney. A normalidade dos dados foi verificada e o

nivel de significancia sera de 5%. Todas as analises foram realizadas no GraphPad Prism 8.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Nenhuma diferenca significativa na expressao génica hipotalamica foi observada entre os grupos
OVX+EST e OVX em fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica (HFD), embora a maioria dos genes
analisados apresentaram leve downregulation entre esses grupos, havendo uma recuperacéo dos niveis
basais apds terapia hormonal com estrogeno. No entanto, Fn1, gene que codifica a fibronectina, uma
proteina chave envolvida na ades&o e migragao celular apresentou redugao significativa no grupo OVX
em comparacgao ao grupo SHAM (P = 0,0491).
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Embora ndo tenham alcangado significancia estatistica, a maioria dos genes analisados mostrou
alteragdes leves na expresséo no grupo OVX em relacdo ao SHAM, as quais pareceram ser revertidas
pela reposicao de estrogénio. A reducao da expressao de Fn1 no hipotalamo de camundongos fémeas
ovariectomizadas sugere um possivel papel do estrogénio na regulacdo de vias mediadas por
fibronectina, envolvidas na inflamacao hipotalamica. Estudos em andamento estdo investigando o

remodelamento da MEC em condi¢des nao inflamatérias, em fémeas mantidas com dieta padréo.
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